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ABSTRAK 
Nama  : Nurdia 
NIM  : 70100113078 
Judul : “ Isolasi dan Identifikasi Antioksidan Terhadap Daun Pedada    
(Sonneratia caseolaris L.) 
 
 Telah dilakukan penelitian tentang isolasi dan identifikasi antioksidan 
terhadap daun pedada (Sonneratia caseolaris L.). Penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui nilai aktivitas perendaman radikal bebas dengan metode DPPH, dan 
mengetahui senyawa apa yang terdapat dari daun pedada yang memberikan efek 
antioksidan.Ekstraksi daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) dilakukan dengan 
metode maserasi bertingkat menggunakan n –Heksan, etil asetat, etanol 96% dan 
air. Ekstrak etanol difraksi dengan menggunakan kromatografi kolom, sehingga 
diperoleh 12 fraksi, fraksi yang memiliki aktivitas antioksidan yang bagus 
diisolasi kembali dengan kromatografi kolom, kemudian diperoleh isolat, hasil 
identifikasi dengan spektrofotometri IR isolat tersebut diduga flavonoid. 
Pengujian aktivitas peredaman radikal bebas ditentukan oleh nilai IC50 dengan 
metode DPPH secara spektrofotometri UV-Visibel pada panjang gelombang 517 
nm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat daun pedada (Sonneratia 
caseolaris L.) memiliki aktivitas peredaman radikal bebas dengan nilai IC50 
45,85 ppm. 
Kata Kunci  :  radikal bebas, DPPH, flavonoid, spektrofotometer  UV-Vis, Daun      
Pedada (Sonneratia caseolaris L.) 
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ABSTRACT 
Name : Nurdia 
NIM  : 70100113078 
Tittle : Isolation and antioxidants identification toward Pedada leaves 
(sonneratia   caseolaris L.) 
 
Has done the research about Isolation and antioxidants identification 
toward Pedada leaves (sonneratia caseolaris L.). The objective of the research 
was to know the value of free radical submersion activity used DPPH method, and 
to know the compound which is contained in Pedada leaves that give antioxidants 
effect. The extract of pedada leaves (sonneratia caseolaris L.)  did by high-rise 
macerare method used e –Heksan ,etil asetat, etanol 96% and water. Ethanol 
extract fractioned by using column chromatography until gain 12 fraction, fraction 
that has a good antioxidants activities, reisolation with column chromatography, 
and then gain Isolate, the result of identification with the isolate 
spectrophotometry IR was flavonoid. The testing of free radical submersion 
activity determined by the value of IC50 with DPPH method on 
spectrophotometry UV-Visible in a long wave 517 nm. The result of the research 
shows that isolat pedada leaves (sonneratia caseolaris L.) has free radical 
submersion activity with the value IC50 45,85 ppm. 
Key words: free radical, flavonoid, spectrometer UV-Vis, Pedada leaves 
(sonneratia caseolaris L.) 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
A. Latar Balakang Masalah 
Tubuh manusia dengan berbagai proses yang terjadi di dalamnya ternyata 
dapat menghasilkan suatu radikal bebas yang dipicu oleh berbagai faktor, seperti 
peristiwa metabolisme sel normal, peradangan, polusi lingkungan, sinar ultraviolet 
dan asap rokok. Faktor tersebut tidak dapat terlepas begitu saja dari kehidupan, oleh 
karena itu dibutuhkan senyawa yang dapat melindungi tubuh dari radikal bebas. 
Menurut penelitian tingkat sel yang dilakukan Bruce (2005), membuktikan bahwa 
antioksidan mampu melindungi jaringan tubuh dari efek negatif radikal bebas. 
  Antioksidan adalah senyawa yang mampu menghambat laju oksida molekul 
lain atau menetralisir radikal bebas (Fajriah dkk, 2007). Tubuh kita memerlukan 
senyawa antioksidan yang dapat membantu melindungi tubuh dari serangan radikal 
bebas mengingat begitu banyaknya radikal bebas yang berasal dari luar tubuh berupa 
makanan yang banyak mengandung bahan pengawet, pewarna, pestisida, polusi, debu 
dan radikal ultraviolet. Emisi kendaraan bermotor dan industri, asap rokok serta 
pelepasan senyawa kimia reaktif ke alam merupakan penyumbang radikal bebas yang 
cukup besar (Zuhra, Taringan, Sihotang, 2008).  
Salah satu contoh tumbuhan mangrove yaitu daun pedada (Sonneratia 
caesolaris L),  tumbuh di tepi muara sungai terutama pada daerah dengan salinitas 
rendah dengan campuran air tawar. Tumbuhan ini mampu tumbuh hingga ketinggian 
dengan 5-20 meter. Daun-daunnya tunggal, berhadapan, atau memanjang. Tangkai 
daun pendek dan seringkali kemerahan. Bunga sendirian atau berkelompok. Benang 
sari sangat banyak, putih dengan pangkal kemerahan yang cepat rontok. Tangkai 
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putik besar dan panjang, tetap tinggal sampai lama. Buah berbiji banyak berbentuk 
bola pipih. Daging buahnya kekuningan, masam asin, dan berbau busuk (Sukmadi R, 
dkk. 2008). 
 Salah satu tumbuhan yang berpotensi sebagai antioksidan adalah tumbuhan 
pedada merah. Tumbuhan ini mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, glikosida, 
saponin dan fenol (Avenido, P. and Serrano,A.E. 2012). 
Buah pedada memiliki 24 komponen diantaranya 8 steroid, 9 triterpenoid, dan 
3 flavonoid, dan 4 turunan karboksil benzena. Diantara senyawa- senyawa tersebut 
senyawa triterpenoid yang memiliki kandungan paling tinggi (Minqing et al,2009). 
Salah satu tumbuhan yang dimanfaatkan oleh masyarakat yaitu tumbuhan 
pedada (Sonneratia caseolaris). Masyarakat di Kabupaten Pangkep memanfaatkan 
buah pedada untuk olahan makanan. Biasanya dicampur dengan ikan masak, sambal 
untuk ikan bakar, bisa juga dimakan secara langsung jika buah sudah matang, dan 
didaerah tersebut banyak folusi udara dan asap kendaraan oleh karena itu peneliti 
ingin melihat apakah ada hubungan sampel daun pedada terhadap radikal bebas 
dengan masyarakat yang masih sehat, sehingga peneliti melakukan penelitian uji 
antioksidan . 
 Secara tradisional masyarakat Kalimantan Selatan sering menjadikan buah 
dan daun tumbuhan pedada sebagai bahan ramuan bedak dingin. Penggunaan kulit 
kayu pedada untuk merangsang nafsu makan anak-anak telah umum dikenal 
penduduk Makiyan di Maluku Utara dan hasilnya sangat efektif. 
Dalam islam, pengobatan dengan menggunakan bahan alam terutama tumbuh-
tumbuhan telah lama dikenal. Allah swt. tidak menciptakan segala sesuatu dengan 
sia-sia. Semua yang diciptakan Allah swt. di muka bumi ini mempuyai manfaat 
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masing-masing tidak terkecuali tumbuh-tumbuhan. Selain sebagai bahan pangan, 
tumbuh-tumbuhan juga dapat dimanfaatkan sebagai obat. Sebagaimana firman Allah 
swt. dalam QS. Asy-Syu’ara/26: 7 
  
                    
Terjemahnya: 
“Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya kami 
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” 
(Kementrian Agama, 2013). 
Kata ila pada firman-Nya di awal ayat ini : awalam yara ila al-aradh, apakah 
mereka tidak melihat ke bumi, merupakan kata yang mengandung makna batas akhir. 
Ia berfungsi memperluas arah pandangan hingga batas akhir, dengan demikian ayat 
ini mengundang manusia untuk mengarahkan pandangan hingga batas 
kemampuannya memandang sampai mencakup seantero bumi, dengan aneka tanah 
dan tumbuhannya dan aneka keajaiban yang terhampar pada tumbuh-tumbuhannya 
(Shihab, 2010: 11). 
 Kata zauj berarti pasangan. Pasangan yang dimaksud ayat ini adalah pasangan 
tumbuh-tumbuhan , karena tumbuhan muncul dicelah-celah tanah yang terhampar di 
bumi, dengan demikian ayat ini mengisyaratkan bahwa tumbuh-tumbuhan pun 
memiliki pasangan-pasangan guna pertumbuhan dan perkembangannya. Ada 
tumbuhan yang memiliki benang sari dan putik sehingga menyatu dalam diri 
pasangannya dan dalam penyerbukannya ia tidak membutuhkan pejantan dari bunga 
lain, dan ada juga yang hanya memiliki salah satunya saja sehingga membutuhkan 
pasangannya. Yang jelas, setiap tumbuhan memiliki pasangan dan itu dapat terlihat 
kapan saja, bagi siapa yang ingin menggunakan matanya. Karena itu ayat di atas 
memulai dengan pertanyaan apakah mereka tidak melihat, pertanyaan pertanyaan 
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yang mengandung unsur keheranan terhadap mereka yang tidak memfungsikan 
matanya untuk melihat bukti yang sangat jelas itu (Shihab, 2010: 11-12). 
Kata karim, antara lain digunakan untuk menggambarkan segala sesuatu yang 
baik bagi setiap objek yang disifatinya. Tumbuhan yang baik paling tidak adalah yang 
subur dan bermanfaat (Shihab, 2010: 12). 
Dari ayat tersebut di atas, dapat dipahami bahwa Allah swt. senantiasa 
mengisyaratkan kepada manusia untuk mengembangkan dan memperluas ilmu 
pengetahuan khususnya ilmu yang membahas tentang obat yang berasal dari alam, 
baik dari tumbuh-tumbuhan, hewan maupun mineral. Dimana ketiganya telah 
dijelaskan di dalam Al-Qur’an mengandung suatu zat/ obat yang digunakan untuk 
menyembuhkan manusia dari penyakit, meskipun tidak semua tumbuhan yang 
diciptakan oleh Allah swt. di bumi dapat menyembuhkan penyakit tertentu. 
Tumbuhan yang baik dalam hal ini adalah tumbuhan yang bermanfaat bagi 
makhluk hidup, termasuk tumbuhan yang dapat digunakan sebagai pengobatan. 
Tumbuhan yang bermacam-macam jenisnya dapat digunakan sebagai obat berbagai 
penyakit, dan ini merupakan anugerah dari Allah swt. 
Peneliti ingin melakukan penelitian uji antioksidan dari isolat daun pedada 
menggunakan metode DPPH dengan menghitung nilai IC50 Kemudian diisolasi untuk 
mengetahui senyawa kimia yang mampu memberikan efek terapeutik dari daun 
pedada yang diambil dari pinggir sungai Sukawati Kabupaten Pangkep. 
B. Rumusan Masalah 
1. Apakah ekstrak etanol, Etil Aset, n-Heksan dan Air, dari daun pedada 
(Sonneratia caseolaris L.), mempunyai aktivitas terhadap antioksidan ? 
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2. Apakah isolat dari daun pedada (Sonneratia caseolaris L.), mempunyai 
aktivitas terhadap antioksidan ? 
3. Berapakah Nilai IC50 isolat dari daun pedada yang memberikan efek 
Antioksidan ? 
4. Senyawa apa yang terkandung pada daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) 
yang memiliki  aktivitas antioksidan ? 
A. Definisi Operasional dan Ruang Lingkup 
1. Definisi Operasional 
Terdapat berbagai macam istilah pada judul skripsi ini, diantaranya : 
a. Isolasi 
Isolasi adalah suatu cara memisahkan senyawa yang bercampur sehingga kita 
dapat menghasilkan senyawa tunggal yang murni. 
b. Isolat  
Isolat adalah suatu senyawa tunggal yang diperoleh dari hasil isolasi 
c. Identifikasi 
Identifikasi adalah suatu reaksi kimia yang dimaksudkan untuk mengetahui 
keberadaan suatu zat (ion/gugus) dalam suatu sampel tetentu. 
d. Metanol 
Merupakan pelarut yang digunakan untuk mengekstraksi sampel daun pedada 
(Sonneratia caseolaris L.). 
e. Etil Asetat 
Merupakan pelarut yang digunakan untuk mengekstraksi sampel daun pedada 
(Sonneratia caseolaris L.). 
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f. n-Heksan 
Merupakan pelarut yang digunakan untuk mengekstraksi sampel daun pedada 
(Sonneratia caseolaris L.). 
g. Antioksidan 
Antioksidan adalah senyawa yang mampu menghambat laju oksida molekul 
Lain atau menetralisir radikal bebas. 
h. Radikal bebas 
Radikal bebas adalah suatu senyawa atau molekul yang mengandung satu atau 
lebih elektron yang tidak berpasangan, yang sangat reaktif terhadap sel-sel tubuh. 
i. Nilai IC50 
Nilai IC50 dapat didefinisikan sebagai adanya konsentrasi yang dapat 
menghambat aktivitas radikal, yaitu menghambat aktifitas radikal bebas 
sebanyak 50%. Nilai IC50 yang semakin kecil menunjukan aktifitas antioksidan 
pada sampel yang diuji semakin besar. 
j. Ekstraksi 
Ekstraksi adalah proses pemisahan bahan kimia dari campurannya dengan  
menggunakan pelarut sehingga bahan yang terlarut akan berpisah dengan bahan 
yang tidak terlarut. 
k. Fraksinasi  
Merupakan suatu hasil dari proses pemisahan komponen-komponen kimia yang 
terkandung dalam ekstrak yang dipisahkan melalui beberapa metode tertentu. 
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2. Ruang Lingkup Penelitian 
Penelitian ini hanya untuk mengetahui aktivitas antioksidan hasil isolasi dari 
daun pedada (Sonneratia caseolaris L). dan penentuan IC50  dengan menggunakan 
metode DPPH. 
B. Kajian Pustaka 
Berdasarkan jurnal skripsi Yulianis (2015),yang berjudul Isolasi Senyawa dari 
Fraksi Etil Asetat Daun Pedada (Sonneratia caseolaris L.) dan Uji Aktifitas 
Antioksidan Telah dilakukan penelitian tentang isolasi senyawa dari fraksi etil asetat 
daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) dan aktifitas antioksidannya.Dengan 
menggunakan metode Fraksi dan dilakukan pemurnian dengan KLT preparatif. 
Kemudian dilakukan Uji Aktivitas antioksidan fraksi dilakukan dengan metode 
DPPH diperoleh nilai IC50 Sebesar 39,89 ppm.Perbedaan  yang mendasar pada 
penelitian ini dengan penelitian yulianis yakni pada jenis sampel yang digunakan 
peneliti dimana peneliti mengambil sampel di daerah pangkep sedangkan penelitian 
sebelumnya mengambil sampel di pesisir sungai Kabupaten Tanjung Jabung Barat, 
Kecamatan Tungkal Ilir,bandung. Perbedaan kedua yakni pada penelitian yuliani, 
sampel yang di uji yaitu dari hasil fraksi sedangkan  pada penelitian ini sampel di 
ujikan yaitu dari hasil isolasi. 
Herwinda S (2013), Aktivitas Ekstrak dan Fraksi Daun Pedada Merah 
(Sonneratia Caseolaris L.) sebagai Antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui aktivitas ekstrak dan fraksi daun pedada sebagai antioksidan terhadap 
radikal bebas DPPH. Daun pedada serbuk diekstraksi menggunakan alat maserasi 
dengan pelarut metanol. Ekstrak metanol difraksinasi dengan n-heksan, etil asetat, 
dan pelarut n-butanol. Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode 
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DPPH secara spektrofotometri. Pengukuran absorbansi dilakukan dengan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 516 nm. Hasil penelitian menunjukkan 
ekstrak dan fraksi daun pedada memiliki aktivitas sebagai antioksidan dengan nilai 
IC50 dari ekstrak metanol adalah 21,62 ppm, fraksi –heksan adalah 82,62 ppm, fraksi 
etil asetat adalah 13,41 ppm, dan fraksi n-butanol adalah 13,04 ppm. 
C. Tujuan dan Kegunaan Penilitian 
1. Tujuan Penelitian 
Adapun tujuan penelitian ini sebagai berikut : 
a. Untuk  mengetahui apakah ekstrak n-Heksan,  Etil Asetat, metanol, dan Air daun 
pedada (Sonneratia caseolaris L),mempunyai aktivitas terhadap antioksidan. 
b. Untuk  mengetahui apakah isolat daun pedada (Sonneratia caseolaris L), 
mempunyai aktivitas terhadap antioksidan. 
c. Untuk mengetahui Berapakah Nilai IC50 Isolat daun pedada yang memberikan 
efek Antioksidan. 
d. Mengetahui Senyawa yang terkandung pada daun pedada (Sonneratia caseolaris 
L.) yang memiliki aktivitas antioksidan. 
2. Kegunaan Penelitian 
Melalui aktualisisasi penelitian ini diharap memberikan manfaat, yaitu: 
a. Menambah informasi bagi masyarakat tentang pemanfaatan dan pengolahan 
khasiat penggunaan daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) sebagai antioksian. 
b. Memperkaya khazanah ilmiah tanaman Indonesia yang bermanfaat dalam Islam 
untuk menunjang kesehatan. 
c. Secara umum diharapkan dari penelitian ini diperoleh data ilmiah tentang 
penggunaan daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) sebagai antioksidan Secara 
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khusus dari penelitian ini diperoleh senyawa aktif daun pedada (Sonneratia 
caseolaris L.) yang dapat digunakan sebagai sumber senyawa antioksidan baru di 
masa yang akan datang. 
 
10 
 
BAB II 
TINJAUAN TEORITIS 
A. Uraian Tanaman 
1. Klasifikasi (Tomlinson,1986) 
Kingdom : Plantae  
Phyllum  : Anthophyta  
Kelas  : Angiospermae  
Ordo  : Myrtales  
Famili  : Sonneratiaceae  
Genus  : Sonneratia  
Species  : Sonneratia caseolaris L. 
2. Nama daerah (Hasan Nur, 2015) 
Sumatera Timur (Barembang), Banjarmasin (Rambai), Sunda (Bogem), Jawa 
(Bidada, betah), Madura (Bughem), Ternate (Posi-posi merah), Ambon (Wahat 
merah), Sulawesi (Wahat merah), Internasional (Crabapple mangrove) dan pangkep 
(padada). 
3. Morfologi 
Sonneratia caesolaris tumbuh di tepi muara sungai terutama pada daerah 
dengan salinitas rendah dengan campuran air tawar (Mangrove Information Center, 
2009).Tumbuhan ini mampu tumbuh hingga ketinggian dengan 5-20 meter, dengan 
struktur batang terdiri dari, akar, batang, ranting, daun, bunga dan buah. Batang 
berukuran kecil  hingga besar, di ujung batang terdapat ranting yang tumbuh 
menyebar. Daun-daunnya tunggal, berhadapan, bundar telur terbalik atau memanjang, 
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5–13 cm × 2–5 cm, dengan pangkal bentuk baji dan ujung membulat atau tumpul. 
Tangkai daun pendek dan seringkali kemerahan.  
Bunga sendirian atau berkelompok hingga 3 kuntum di ujung ranting. 
Kelopak bertaju 6 (jarang 7–8), runcing, panjang 3–4,5 cm dengan tabung kelopak 
serupa cawan dangkal di bawahnya, hijau di bagian luar dan putih kehijauan atau 
kekuningan di dalamnya. Daun mahkota merah, sempit, 17-35 mm × 1,5-3,5 mm. 
Benangsari sangat banyak, panjang 2,5–3,5 cm, putih dengan pangkal kemerahan 
yang cepat rontok. Tangkai putik besar dan panjang, tetap tinggal sampai lama. Buah 
berbiji banyak berbentuk bola pipih, hijau, 5–7,5 cm diameternya dan tinggi 3–4 cm, 
terletak di atas taju kelopak yang hampir datar. Daging buahnya kekuningan, masam 
asin ,dan berbau busuk (Sukmadi R, dkk.2008). 
4. Kandungan Kimia 
Pedada merah diketahui memiliki kandungan senyawa bioaktif seperti 
flavanoid, steroid, fenol hidrokuinon dan tanin. Pada bagian buah pidada merah 
memiliki kandungan senyawa flavanoid (Sadhu, et all. 2006) 
Buah pedada memiliki 24 komponen diantaranya 8 steroid, 9 triterpenoid, dan 
3 flavonoid, dan 4 turunan karboksil benzena. Diantara senyawa- senyawa tersebut 
senyawa triterpenoid yang memiliki kandungan paling tinggi (Minqing et al,2009). 
5. Kegunaan 
Secara tradisional tumbuhan pidada merah digunakan sebagai ramuan bedak 
dingin (Heyne K, 1987), sebagai tapal (daun-daun yang dihancurkan dengan garam) 
untuk mengobati luka, memar, keseleo, dan bengkak. Daun-daunnya yang dihaluskan 
juga dapat digunakan untuk mengobati cacar (Perry 1980 dalam Duke 1983). 
Fermentasi air buah digunakan sebagai obat untuk menghentikan pendarahan, air 
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buah yang setengah matang dapat digunakan sebagai obat batuk dan bubur buah 
pedada dipercaya dapat mengobati kejang-kejang atau salah urat (Soeroyo. 1989). 
Getah buah pedada dapat digunakan sebagai anti sinar ultraviolet (Kusmana et al. 
2008). 
B. Metode Ekstraksi  
1. Pengertian  
Simplisia adalah bahan alam yang digunakan sebagai obat yang belum 
mengalami pengolahan apapun juga, kecuali dinyatakan lain, barupa bahan yang telah 
dikeringkan. Simplisia nabati adalah simplisia berupa tanaman utuh, bagian tanaman 
dan eksudat tanaman, simplisia hewani adalah simplisia berupa hewan utuh, bagian 
hewan atau zat yang dihasilkan hewan yang masih berupa zat kimia murni, dan 
simplisia mineral adalah simplisia yang berasal dari bumi, baik telah diolah ataupun 
belum, tidak berupa zat kimia murni (Depkes RI, 1979: 28). Persyaratan simplisia 
nabati dan hewani diberlakukan pada simplisia yang diperdagangkan, tetapi pada 
simplisia yang digunakan untuk suatu pembuatan atau isolasi minyak atsiri, alkaloid, 
glikosida atau zat aktif lain, tidak harus memenuhi persyaratan (Depkes RI, 1995: 5). 
Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif 
dari simplisia nabati atau hewani menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semua 
atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau serbuk yang tersisa diperlakukan 
sedemikian sehingga memenuhi baku yang telah ditetapkan (Dirjen POM, 1995: 7). 
2. Tujuan Ekstraksi   
Tujuan ekstraksi bahan alam adalah untuk menarik komponen kimia yang 
terdapat pada bahan alam. Ekstraksi ini didasarkan pada prinsip perpindahan massa 
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komponen zat ke dalam pelarut, dimana perpindahan mulai terjadi pada lapisan antar 
muka kemudian berdifusi masuk ke dalam pelarut (Dirjen POM, 1986: 4). 
3. Jenis-Jenis Ekstraksi  
Ekstraksi dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu cara panas dan cara dingin.  
Ekstraksi cara panas yaitu dengan metode destilasi uap air dan refluks, sedangkan  
ekstraksi cara dingin yaitu dengan metode maserasi, perkolasi dan soxhletasi (Dirjen 
POM, 1986: 10-11).  
a. Maserasi  
Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan pelarut 
dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan (kamar). 
Remaserasi berarti dilakukan pengulangan penambahan pelarut setelah dilakukan 
penyarian maserat pertama dan seterusnya.  
b. Refluks 
Refluks adalah metode penyarian dengan cara cairan penyari dipanaskan 
hingga mendidih, penyari akan menguap ke atas melalui serbuk simplisia, uap 
penyari pengembun karena didinginkan oleh pendingin balik (kondensor). Embun 
turun melalui serbuk simplisia sambil melarutkan zat aktifnya dan kembali ke labu. 
Cairan akan menguap berulang hingga pelarut jenuh.  
C. Radikal Bebas 
Radikal bebas (free radical) atau sering juga disebut senyawa oksigen reaktif 
(reactive oxygen species/ROS) adalah sebuah molekul atau atom yang mempunyai 
satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada orbital terluarnya. Radikal bebas 
bersifat tidak stabil, sangat reaktif dan dapat merebut elektron dari molekul lain 
dalam upaya mendapatkan pasangan elektronnya. Molekul yang kehilangan elektron 
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ini dapat bersifat reaktif, terutama asam lemak tidak jenuh yang kemudian 
ditransformasikan menjadi radikal bebas yang sangat reaktif (Nabet, 1996). Radikal 
bebas yang elektronnya tidak berpasangan secara cepat akan menarik elektron makro 
molekul biologis yang berada di sekitarnya seperti protein, asam nukleat, dan asam 
deoksiribonukleat (DNA). Jika makro molekul yang teroksidasi dan terdegradasi 
tersebut merupakan bagian dari sel atau organel, maka dapat mengakibatkan 
kerusakan pada sel tersebut (Halliwell, 1990).  
Pada keadaan normal, secara fisiologis sel memproduksi radikal bebas 
sebagai konsekuensi logis pada reaksi biokimia dalam kehidupan aerobik. Organisme 
aerobik memerlukan oksigen untuk menghasilkan ATP, yaitu suatu senyawa yang 
merupakan sumber energi bagi makhluk hidup melalui fosforilasi oksidatif yang 
terjadi dalam mitokondria. Pada proses tersebut terjadi reduksi O2 menjadi H2O yang 
memerlukan pengalihan  elektron. Namun, dalam keadaan tertentu, pengalihan 
elektron tersebut berjalan kurang sempurna sehingga dapat terbentuk radikal bebas 
yang dapat merusak sel jika tidak diredam (Suryohudoyo, 2007). Pembentukan 
radikal bebas akan dinetralisir oleh antioksidan yang diproduksi oleh tubuh dalam 
jumlah yang berimbang. Pengaruh negatif radikal bebas terjadi jika jumlahnya 
melebihi kemampuan detoksifikasi oleh sistem pertahanan antioksidan tubuh 
sehingga menimbulkan kondisi stres oksidatif. Radikal bebas dapat terbentuk melalui 
dua cara, yaitu : 
1. secara endogen, sebagai respon normal dari rantai peristiwa biokimia dalam tubuh, 
dalam sel (intrasel) maupun ekstrasel. 
2. secara eksogen, radikal bebas didapat dari polutan lingkungan, asap rokok, obat-
obatan, dan radiasi ionisasi atau sinar ultraviolet (Langseth, 2000). Mekanisme 
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reaksi radikal bebas paling tepat dibayangkan sebagai suatu deret reaksi-reaksi 
bertahap, yaitu (Fessenden, 1992: 224):  
a. Inisiasi  
Tahap inisiasi ialah pembentukan awal radikal-radikal bebas. Dalam klorinasi 
metana, tahap inisiasi adalah pemaksapisahan (cleavage) homolitik molekul Cl2 
menjadi dua radikal bebas klor. Energi untuk reaksi ini diberikan oleh cahaya 
ultraviolet (UV) atau oleh pemanasan campuran ke temperatur yang sangat tinggi.  
b. Propagasi  
Setelah terbentuk, radikal bebas klor mengawali sederetan reaksi sehingga 
terbentuk radikal bebas baru. Secara kolektif, terbentuknya reaksi ini disebut tahap 
propagasi dari reaksi radikal bebas. Pada hakikatnya, pembentukan awal beberapa 
radikal bebas akan mengakibatkan perkembangbiakan radikal bebas baru dalam suatu 
reaksi pengabdian diri (self perpetuating) yang disebut reaksi rantai. Sebagai tahap 
propagasi pertama, radikal bebas klor yang reaktif  merebut sebuah atom hidrogen 
dari  molekul metana, menghasilkan radikal bebas metal dan HCl.  Radikal bebas 
metal itu juga reaktif. Dalam tahap propagasi kedua, radikal bebas metil merebut 
sebuah atom klor dari dalam molekul Cl2. Tahap ini menghasilkan salah satu dari 
produk keseluruhan klorometana. Produk ini juga menghasilkan ulang radikal bebas 
klor, yang nantinya dapat merebut atom hidrogen dari molekul metana lain dan 
memulai deret propagasi selanjutnya.  
c. Terminasi  
Daur propagasi terputus oleh reaksi-reaksi pengakhiran (termination). Reaksi 
apa saja yang memusnahkan radikal bebas atau mengubah radikal bebas menjadi 
radikal yang stabil dan tidak reaktif, dapat mangakhiri daur propagasi radikal 
16 
 
bebas.Klorinasi metana diakhiri terutama oleh bergabungnya radikal-radikal bebas, 
inilah pemusnahan radikal  bebas. Senyawa apa saja yang mudah terurai menjadi 
radikal bebas dapat bertindak sebagai satu inisiator. Satu contoh ialah peroksida 
(ROOR), yang mudah membentuk radikal bebas karena energi disosiasi ikatan RO-
RO hanyalah sekitar 35 kkal/mol, lebih rendah daripada kebanyakan ikatan. Sistem 
pertahanan tubuh terhadap senyawa radikal dibedakan menjadi sistem pertahanan 
preventif dan sistem pertahanan melalui mekanisme pemutusan reaksi rantai radikal 
bebas. Sistem pertahanan preventif dilakukan oleh antioksidan sekunder, sedangkan 
pemutusan reaksi berantai radikal bebas dilakukan oleh antioksidan primer (Nabet, 
1996). Menurut Gordon (1990), antioksidan primer merupakan substansi yang 
berperan sebagai akseptor radikal bebas sehingga dapat menghambat mekanisme 
radikal bebas pada proses oksidasi. Antioksidan ini juga disebut sebagai antioksidan 
pemecah rantai yang dapat bereaksi dengan radikal lipid dan mengubahnya menjadi 
bentuk yang lebih stabil. Contoh antioksidan primer antara lain tokoferol dan asam 
askorbat. Antioksidan sekunder atau antioksidan pelindung berperan dalam 
mereduksi kecepatan rantai inisiasi melalui berbagai mekanisme. Mekanisme 
antioksidannya dapat terjadi melalui pengikatan ion-ion logam, scavenger oksigen, 
dekomposisi hidroperoksida menjadi bentuk-bentuk non radikal, menyerap radiasi 
sinar ultra violet atau deaktivasi singlet oksigen. Contoh antioksidan sekunder antara 
lain asam sitrat dan turunan asam fosfat, karoten, enzim superoksida dismutase, 
katalase dan glutation peroksidase.  Menurut Nabet (1996), menyatakan bahwa pada 
sistem pertahanan preventif, pembentukan senyawa ROS dan radikal bebas dihambat 
dengan mengikat logam atau merusak pembentukannya. Sistem pengikatan logam 
tersebut terjadi dalam cairan ekstraseluler. Sebaliknya di dalam cairan intraseluler, 
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senyawa ROS dan radikal bebas dirusak oleh sistem enzim. Reaksi antara radikal 
bebas dan molekul itu berujung pada timbulnya suatu penyakit, yaitu antara lain: 
1) Kerusakan DNA pada inti sel  
Senyawa radikal bebas merupakan salah satu faktor penyebab kerusakan DNA 
disamping penyebab lain seperti virus, radiasi, dan zat kimia karsinogen. Bila 
kerusakan tidak terlalu parah, masih dapat diperbaiki oleh sistem perbaikan DNA. 
Namun bila sudah menyebabkan rantai DNA terputus di berbagai tempat, kerusakan 
ini tidak dapat diperbaiki lagi sehingga pembelahan sel akan terganggu bahkan terjadi 
perubahan abnormal yang mengenai gen tertentu dalam tubuh yang dapat 
menimbulkan penyakit kanker (Reynertson, 2001: 2).  
2) Kerusakan protein  
Terjadinya kerusakan protein akibat serangan radikal bebas termasuk proses 
oksidasi protein yang mengakibatkan terjadinya kerusakan pada jaringan protein 
tersebut. Contohnya meningkatnya kadar LDL (low density lipoprotein) oleh oksigen 
reaktif dapat merusak dinding arteri yang menyebabkan aterosklerosis (Langseth, 
1995: 13).  
3) Kerusakan lipid peroksida  
Proses ini berlangsung bila radikal bebas menyerang lemak tak jenuh dalam 
tubuh sehingga terjadi peroksidasi yang menyebabkan munculnya penyakit seperti 
iskemia, aterosklerosis, diabetes melitus, dan penuaan kulit. 
4) Proses penuaan  
Terjadi kerusakan jaringan disebabkan radikal bebas yang merupakan proses 
terjadinya penuaan, seperti kehilangan elastisitas jaringan kolagen dan otot sehingga 
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kulit tampak keriput, terjadinya lipofuchsin atau bintik-bintik pigmen kecoklatan di 
kulit yang merupakan timbunan sisa pembakaran dalam sel. 
D. Antioksidan 
Antioksidan adalah zat penghambat reaksi oksidasi akibat radikal bebas yang 
dapat menyebabkan kerusakan asam lemak tak jenuh, membran dinding sel, 
pembuluh darah, basa DNA, dan jaringan lipid sehingga menimbulkan penyakit 
(Subeki, 1998).  
 Reaksi oksidasi dapat dicegah oleh bahan-bahan berikut (Kenneth, 1985):  
a. Bahan pengkhelat, yaitu untuk ion-ion logam pencetus terjadinya reaksi oksidasi  
radikal bebas. EDTA dan asam sitrat paling sering digunakan.  
b. Bahan pereduksi, yaitu senyawa yang dapat mereduksi obat yang teroksidasi. 
Natrium tiosulfat dan asam askorbat adalah bahan yang dimanfaatkan untuk 
kemampuan ini.  
c. Senyawa-senyawa yang mudah teroksidasi, yaitu berupa bahan yang mempunyai 
sifat lebih mudah teroksidasi dibanding senyawa yang dilindungi. Sebenarnya 
bahan-bahan ini bertindak sebagai pembersih oksigen. Contoh senyawa adalah 
natrium bisulfit (juga sulfit) dan asam askorbat.  
d.  Terminator rantai, yaitu suatu bahan yang dalam larutan mampu bereaksi dengan 
radikal, membentuk senyawa baru yang bersifat radikal terminator rantai, yang 
tidak lagi membuat pemasukan baru dalam siklus propagasi radikal. Radikal yang 
baru ini diharapkan akan bersifat stabil secara intrinsik atau mungkin berupa 
dimer untuk membentuk molekul yang inert. Sebagian besar antioksidan larut air 
yang dapat bereaksi sebagai terminator rantai, seperti tiol, sistein, tiogliserol, 
asam tioglikolat, dan tiosorbitol. Keseluruhan antioksidan larut lemak bereaksi 
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sebagai terminator rantai. Contoh-contoh utama adalah askorbitil palmitat, 
hidroksianisol terbutilasi (BHA), hidroksitoluen terbutilasi (BHT), propilgallat, 
dan asam nordihidroguaiaretik (NDGA).  
E.  1,1-Diphenyl-2-picrylehydrazyl (DPPH)  
Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) adalah suatu senyawa radikal 
nitrogen. DPPH akan mengambil atom hidrogen yang terdapat dalam suatu senyawa, 
misalnya senyawa fenol. Mekanisme terjadinya reaksi DPPH ini berlangsung melalui 
transfer elektron. Larutan DPPH yang berwarna ungu memberikan serapan absorban 
maksimum pada 517 nm. Larutan DPPH ini akan mengoksidasi senyawa dalam 
ekstrak tanaman. Proses ini ditandai dengan memudarnya warna larutan dari ungu 
menjadi kuning (Prakash, 2011). 
Metode DPPH mudah digunakan, cepat, cukup teliti dan mudah untuk 
mengukur kapasitas antioksidan dengan menggunakan radikal bebas DPPH. Metode 
DPPH dapat digunakan untuk sampel padatan, larutan dan tidak spesifik untuk 
komponen antioksidan tertentu. Elektron bebas dalam radikal DPPH memberikan 
absorbansi maksimum pada 517 nm dan berwarna ungu (Prakash, 2011). 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Rumus Struktur 1,1-diphenyl-2-picrylehydrazyl  
Metode DPPH berfungsi untuk mengukur elektron tunggal seperti aktivitas 
transfer hidrogen juga untuk mengukur aktivitas penghambatan radikal bebas. Pada 
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uji DPPH, penangkapan radikal diikuti dengan monitoring penurunan absorpsi yang 
terjadi karena reduksi oleh radikal (Prakash, 2011). 
Adanya senyawa yang bereaksi sebagai antiradikal akan mereduksi radikal 
DPPH menurut reaksi: 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Reaksi antara DPPH dengan Antiradikal Bebas 
Akibatnya penambahan senyawa yang bereaksi sebagai antiradikal bebas akan 
menurunkan konsentrasi DPPH. Adanya penurunan konsentrasi DPPH akan 
menyebabkan penurunan absorbansi dibandingkan dengan absorbansi bebas control 
yang tidak diberi dengan senyawa uji yang diduga mempunyai aktivitas antiradical 
(Rohman, 2005). 
F. Uraian Vitamin C 
 Vitamin C adalah salah satu antioksidan sekunder yang memiliki kemampuan 
menangkap radikal bebas dan mencegah terjadinya reaksi berantai. Berbagai 
penelitian yang dilakukan vitamin C digunakan dalam beberapa tingkat konsentrasi 
untuk dapat mengetahui aktivitas antioksidan, yaitu kemampuan untuk dapat 
meredam radikal bebas dengan menggunakan metode DPPH (Sayuti, 2015). 
 Vitamin C sebagai sumber antioksidan memiliki manfaat bagi tubuh antara 
lain membantu menjaga pembulu-pembuluh kapiler, meningkatkan penyerapan 
asupan zat besi, menghambat produksi nitrosamine, zat pemicu kanker dan 
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memperbaiki sistem kekebalan tubuh. Senyawa yang digunakan sebagai pembanding 
(kontrol positif) dalam uji aktivitas penangkapan radikal hidroksil dalam penelitian 
ini adalah vitamin C (Cahyadi, 2008). 
 
 
 
 
 
Gambar 3: Struktur Kima Asam Askorbat 
 Dalam keadaan murni, vitamin C berbentuk kristal putih dengan berat 
molekul 176,13 dengan rumus bangun C6H8O6, dengan titk lebur 190-192
0
C (Depkes 
RI, 2014). 
 Asam askorbat dapat meningkatkan fungsi imun, dengan menstimulasi 
produksi interferon (protein yang melindungi sel dari serangan virus). Vitamin ini 
dapat menstimulasi kemotaksis dan respon proliferasi netrofil, serta melindungi sel 
dari serangan radikal bebas yang diproduksi oleh netrofil teroksidasi. Asam askorbat 
dinyatakan dapat memacu kerja sintesis factor humoral, terutama antibody IgG dan 
IgM. Vitamin C mampu mereduksi radikal superoksidasi, hidroksil, asam  
hipoklorida dan oksigen reaktif yang berasal dari netrofil dan monosit yang 
teraktifasi. 
G. Fraksinasi  
Fraksinasi pada prinsipnya adalah proses penarikan senyawa pada suatu 
ekstrak dengan menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling bercampur. 
Pelarut yang umumnya dipakai untuk fraksinasi adalah n-heksan, etil asetat, dan 
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metanol. Untuk menarik lemak dan senyawa non polar digunakan n-heksan, etil asetat 
untuk menarik senyawa semi polar, sedangkan metanol untuk menarik senyawa-
senyawa polar. Dari proses ini dapat diduga sifat kepolaran dari senyawa yang akan 
dipisahkan. Sebagaimana diketahui bahwa senyawa-senyawa yang bersifat non polar 
akan larut dalam pelarut yang non polar sedangkan senyawa-senyawa yang bersifat 
polar akan larut dalam pelarut yang bersifat polar juga (Mutiasari, 2012). 
Kolom kromatografi dikemas kering (biasanya dengan penjerap mutu KLT 
10-40 μm) dalam keadaaan vakum agar diperoleh kerapatan kemasan maksimum. 
Vakum dihentikan, pelarut yang kepolarannya rendah dituangkan ke permukaan 
penjerap lalu divakumkan lagi. Kolom dihisap sampai kering dan siap dipakai. 
Cuplikan dilarutkan ke dalam pelarut yang cocok, dimasukkan langsung pada bagian 
atas kolom atau pada lapisan penjerap dan dihisap sampai kering pada setiap 
pengumpulan fraksi. Oleh karena itu, kromatografi vakum cair menggunakan tekanan 
rendah untuk meningkatkan laju aliran fase gerak (Hostettmann et al., 1995). 
Kromatografi vakum cair merupakan modifikasi dari kromatografi kolom 
gravitasi. Metode ini lebih banyak digunakan untuk fraksinasi sampel dalam jumlah 
besar (10-50 g). Kolom yang digunakan biasanya terbuat dari gelas dengan lapisan 
berpori pada bagian bawah. Ukuran kolom bervariasi tergantung ukurannya. Kolom 
disambungkan dengan penampung eluen yang dihubungkan dengan pompa vakum. 
Pompa vakum akan menghisap eluen dalam kolom, sehingga proses pemisahan 
berlangsung lebih cepat. Penggunaan tekanan dimaksudkan agar laju aliran eluen 
meningkat sehingga meminimalkan terjadinya proses difusi karena ukuran silika gel 
yang biasanya digunakan pada lapisan kromatografi KLT sebagai fasa diam dalam 
kolom yang halus yaitu 200-400 mesh. Kolom yang digunakan berukuran lebih 
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pendek dari pada kolom kromatografi gravitasi dengan diameter yang lebih besar (5-
10 cm). Kolom KVC dikemas kering dalam keadaan vakum agar diperoleh kerapatan 
kemasan maksimum. Sampel yang akan dipisahkan biasanya sudah diadsorbsikan ke 
dalam silika kasar terlebih dahulu (ukuran silika kasar 30-70 mesh) agar 
pemisahannya lebih teratur dan menghindari sampel langsung menerobos ke dinding 
kaca tanpa melewati adsorben terlebih dahulu, yang dapat berakibat gagalnya proses 
pemisahan. Pelarut yang kepolarannya rendah dituangkan ke permukaan penyerap 
yang sebelumnya sudah dimasukkan sampel. Kolom dihisap perlahan-lahan ke dalam 
kemasan dengan memvakumkannya. Kolom dielusi dengan campuran pelarut yang 
cocok, mulai dengan pelarut yang kepolarannya rendah lalu kepolaran ditingkatkan 
perlahan-lahan. Kolom dihisap sampai kering pada setiap pengumpulan fraksi, 
sehingga  kromatografi vakum cair disebut juga kolom fraksinasi (Atun, 2014). 
Kromatografi kolom merupakan salah satu contoh kromatografi adsorbsi. 
Senyawa yang dipisahkan dengan kromatografi kolom memiliki mekanisme yang 
sama dengan jenis kromatografi lain yaitu berkaitan dengan perbedaan gaya-gaya 
antar molekul dalam sampel dengan fase gerak dan antara komponen dengan fasa 
diam. Prinsip kerja kromatografi kolom yaitu zat cair sebagai fasa gerak akan 
membawa cuplikan senyawa mengalir melalui fasa diam sehingga terjadi interaksi 
berupa adsorbsi senyawa-senyawa tersebut oleh padatan dalam kolom. Kecepatan 
bergerak suatu komponen dalam cuplikan tergantung pada seberapa besar/lama 
komponen tersebut tertahan oleh padatan penyerap dalam kolom. Hasil yang 
diperoleh berupa fraksi-fraksi senyawa (eluat) yang ditampung pada bagian bawah 
kolom (Rubiyanto, 2016). 
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Beberapa jenis pelarut dan fasa gerak untuk kromatografi kolom menurut 
deret Trappe. Deret ini menggambarkan kekuatan elusi pelarut-pelarut dengan kolom 
yang menggunakan padatan penyerap silika gel: 
Air murni<metanol<etanol<propanol<aseton<etil asetat<dietil 
eter<kloroform<metilen klorida<benzena<toluena<trikloro etilen<karbon 
tetraklorid<sikloheksana<heksana 
Urutan pelarut-pelarut diatas menunjukkan bahwa semakin turun 
kepolarannya maka semakin bertambah kekuatan pelarut tersebut untuk mengelusi 
senyawa yang teradsorbsi oleh silika gel (Rubiyanto, 2016). 
H. Kromatografi Lapis Tipis 
Kromatografi lapis tipis adalah suatu teknik pemisahan komponen-komponen 
campuran suatu senyawa yang melibatkan partisi suatu senyawa diantara padatan 
penyerap (adsorbent, fase diam) yang dilapisi pada pelat kaca atau aluminium dengan 
suatu pelarut (fasa gerak) yang mengalir melewati adsorbent (padatan penyerap). 
Pengaliran pelarut dikenal sebagai proses pengembangan oleh pelarut(elusi). KLT 
mempunyai peranan penting dalam pemisahan senyawa organik maupun senyawa 
anorganik, karena relatif sederhana dan kecepatan analisisnya. Di dalam analisis 
dengan KLT, sampel dalam jumlah yang sangat kecil ditotolkan menggunakan pipa 
kapiler di atas permukaan pelat tipis fasa diam (adsorbent), kemudian pelat diletakkan 
dengan tegak dalam bejana pengembang yang berisi sedikit pelarut pengembang. 
Oleh aksi kapiler, pelarut mengembang naik sepanjang permukaan lapisan pelat dan 
membawa komponen-komponen yang terdapat pada sampel (Atun, 2014). 
Fase diam yang digunakan dalam KLT adalah bahan penyerap. Penyerap yang 
umum adalah silika gel, alumunium oksida, selulosa, kiselgur, selulosa dan 
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turunannya. Dua sifat yang penting dari penyerap adalah besar partikel dan 
homogenitasnya, karena adhesi terhadap penyokong sangat tergantung pada hal 
tersebut. Semakin kecil ukuran rata-rata partikel fase diam dan semakin sempit 
kisaran ukuran fase diam, maka semakin baik kinerja KLT dalam hal efisiensinya dan 
resolusinya (Rohman, 2007). 
Pemilihan fasa gerak yang tepat merupakan langkah yang sangat penting 
untuk keberhasilan analisis dengan KLT. Umumnya fasa gerak dalam KLT 
ditemukan dengan coba-coba dan jarang sekali yang didasarkan pada pengetahuan 
yang mendalam. Sifat-sifat pelarut pengembang juga merupakan faktor dominan 
dalam penentuan mobilitas komponen-komponen campuran. Umumnya kemampuan 
suatu pelarut pengembang untuk menggerakkan senyawa pada suatu adsorben 
berhubungan dengan polaritas pelarut (Atun, 2014).  
Bercak pemisahan pada KLT umumnya merupakan bercak yang tidak 
berwarna. Berikut adalah cara-cara kimiawi untuk mendeteksi bercak (Rohman, 
2007): 
1. Menyemprot lempeng KLT dengan reagen kromogenik yang akan bereaksi secara  
kimia dengan seluruh solut yang mengandung gugus fungsional tertentu sehingga 
bercak menjadi berwarna. Kadang-kadang lempeng dipanaskan terlebih dahulu 
untuk mempercepat reaksi pembentukan warna dan intensitas warna bercak. 
2. Mengamati lempeng di bawah lampu UV 254 atau 366 untuk menampakkan solut 
sebagai bercak yang gelap atau bercak yang berfluoresensi terang pada dasar yang 
berfluoresensi seragam 
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3. Menyemprot lempeng dengan asam sulfat pekat atau asam nitrat pekat lalu 
dipanaskan untuk mengoksidasi solut-solut organik yang akan nampak sebagai 
bercak hitam sampai kecoklat-coklatan 
4. Memaparkan lempeng dengan uap iodium dalam chamber tertutup 
5. Melakukan scanning pada permukaan lempeng dengan sitometer, suatu instrumen 
yang dapat mengukur intensitas radiasi yang direfleksikan dari permukaan 
lempeng ketika disinari dengan lampu UV atau lampu sinar tampak. 
Parameter pada KLT yang digunakan untuk identifikasi adalah nilai Rf 
(retentition factor). Dua senyawa dikatakan identik jika mempunyai nilai Rfyang 
sama jika diukur pada kondisi KLT yang sama. Harga Rf ditentukan oleh jarak 
rambat senyawa dari titik awal dan jarak rambat fase gerak dari titik awal. Penentuan 
harga Rf adalah sebagai berikut: 
R  
                                                                           
                                                                
 
(Rohman, 2007). 
I. Isolasi  
Isolasi merupakan suatu cara untuk mengambil satu senyawa aktif yang 
terdapat di dalam tanaman untuk mengetahui senyawa yang berkhasiat dalam 
tumbuhan. Pekerjaan isolasi membutuhkan keterampilan dan pengalaman dalam 
memadukan berbagai teknik pemisahan. Untuk mendapatkan senyawa murni 
biasanya peneliti menggunakan beberapa teknik ekstraksi dan kromatografi. Langkah 
pertama yang biasanya dilakukan dalam isolasi senyawa organik bahan alam adalah 
ekstraksi sampel menggunakan pelarut organik. Ada beberapa metode ekstraksi 
sampel bahan alam, antara lain maserasi, infusdasi, digesti, perkolasi dan soxletasi. 
Langkah berikutnya setelah diperoleh ekstrak dalam isolasi senyawa organik bahan 
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alam adalah pemisahan komponen-komponen yang terdapatdalam ekstrak tersebut. 
Teknik yang banyak digunakan adalah kromatografi. Pada kromatografi, komponen-
komponennya akan dipisahkan antara dua buah fase yaitu fase diam dan fase gerak 
(Atun, 2014). 
Hasil pemisahan secara kromatografi selanjutnya diperoleh fraksi-fraksi yang 
ditampung dalam botol atau tabung dan dianalisis secara kromatografi lapis tipis 
(KLT), yang biasa disebut kromatogram. Kromatogram yang diperoleh selanjutnya 
dianalisis dengan lampu UV pada panjang gelombang 254 atau 356atau disemprot 
dengan reagen warna. Salah satu reagent warna yang banyak digunakan antara lain 
serium sulfat yang dapat mendeteksi hampir semua senyawa bahan alam, maupun 
reagen yang khusus seperti Lieberman Burchard untuk mendeteksi terpenoid dan 
steroid. Fraksi-fraksi yang telah dinalisis secara KLT selanjutnya dikelompokkan 
berdasarkan jumlah senyawa maupun Rf-nya yang sama digabungkan untuk 
dianalisis lebih lanjut. Pemisahan dianggap cukup apabila sudah diperoleh fraksi 
yang menunjukkan noda tunggal pada beberapa uji KLT dengan menggunakan 
berbagai variasi eluen yang berbeda. Adanya noda tunggal pada beberapa uji KLT 
tersebut menunjukkan bahwa sudah diperoleh senyawa dengan tingkat kemurnian 
tinggi (Atun, 2014). 
J. Pemanfaatan Tumbuhan dalam Perspektif Islam 
 Allah subhanahu wa ta’ala menciptakan manusia dan alam semesta bukanlah 
tanpa sebab, melainkan agar manusia dapat mengambil hikmah dan manfaat 
semaksimal mungkin dari alam semesta. Manfaat tersebut baik digunakan untuk 
dikonsumsi maupun sebagai pengobatan. Firman Allah subhanahu wa ta’ala yang 
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menyatakan bahwa segala ciptaanNya dapat dimanfaatkan untuk manusia tertuang 
dalam QS. Al-Baqarah/2: 29. 
 
                            
                
 
Terjemahnya: 
“Dia-lah Allah, yang menjadikan segala yang ada di bumi untuk kamu dan 
Dia berkehendak (menciptakan) langit, lalu dijadikan-Nya tujuh langit. Dan 
Dia Maha mengetahui segala sesuatu” (Kementerian Agama, 2013). 
 
Ayat ini menjelaskan bahwa Allah subhanahu wa ta’ala menciptakan langit 
dan bumi untuk menunjukkan kekuasaannya yang meliputi segala-galanya dan 
menunjukkan kepada makhluknya betapa banyak karunia yang telah Dia berikan 
dengan menjadikannya sebagai bekal dan persediaan untuk dimanfaatkan sebaik-
baiknya, salah satunya dapat dimanfaatkan sebagai obat, seperti daun pedada 
(Sonneratia caseolaris L.) yang dimanfaatkan sebagai obat antioksidan alami yang 
dapat menghambat radikal bebas yang ada dalam tubuh manusia.  
 Agar pemanfaatan tersebut dapat dijalankan sebagaimana mestinya 
diperlukan penelitian ilmiah yang bersumber dari bacaan-bacaan yang memliki 
validalitas yang tinggi.Perintah membaca pun tertuang dalam QS. Al-Alaq/96: 1, 
Allah subhanahu wa ta’ala berfirman: 
              
Terjemahnya: 
“Bacalah dengan (menyebut) nama Tuhanmu yang 
menciptakan”(Kementerian   Agama, 2013). 
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Kata iqra’ berasal dari kata qara’a yang pada mulanya berarti menghimpun. 
Hal ini berarti pula menyampaikan, menelaah, membaca, memahami, mendalami, 
meneliti, mengetahui ciri-ciri sesuatu, dan sebagainya yang bermuara pada arti 
menghimpun (Shihab, 2009: 454). Penggalan ayat ini merupakan salah satu dari 
banyak ayat yang senantiasa menyeru manusia untuk mendalami makna yang 
terkandung dalam Al-Qur’an sehingga menjadi acuan kehidupan termasuk dalam 
mengobati berbagai penyakit.  
Allah subhanahu wa ta’ala dalam segala kekuasaannya mampu menurunkan 
penyakit kepada hambaNya, baik itu penyakit jasmani maupun penyakit rohani. Atas 
keadilan dari Allah subhanahu wa ta’ala kepada makhlukNya pula, Allah 
subhanahuwa ta’ala menurunkan obat sebagai penawar dari penyakit tersebut 
melalui Al-Qur’an. Al-Qur’an merupakan obat yang paling sempurna untuk berbagai 
macam penyakit. Penyakit tidak akan sanggup menanggungkan kalamullah (Al-
Qur’an) bagi orang-orang yang yakin dan memahami kandungan Al-Qur’an sebab 
dalam ayat-ayat Al-Qur’an terdapat ketauhidan, puji-pujian, kesempurnaan tawakkal, 
segala kekuasaanNya, dan permasalahan yang akhirnya berpulang hanya kepada 
Allah subhanahu wa ta’ala serta berisikan permohonan kebahagiaan dunia dan 
akhirat, salah satunya kesembuhan dari penyakit. Dari uraian beberapa ayat diatas 
dapat disimpulkan bahwa Allah subhanahu wa ta’ala dengan kekuasaannya 
menurunkan penyakit kepada makhlukNya, dan atas kekuasaannya pula Allah 
subhanahu wata’ala yang menyembuhkan. 
Tumbuhan yang bermacam-macam jenisnya dapat digunakan sebagai obat 
dan  merupakan anugerah Allah swt, kerana Allah swt tidak memberi penyakit tanpa 
disertai dengan obatnya, sebagaimana yang disebutkan dalam hadis Abu Hurairah RA  
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 َد ُهَّللا َلَز َْنأ اَماَفِش ُهَل َلَز َْنأ َّلَِّإ ًءا  
 
Artinya : Tidaklah Allah menurunkan suatu penyakit melainkan Allah menurunkan    
obatnya pula  (H.R. Al-Bukhari: 5678). 
 
Ungkapan “setiap penyakit pasti ada obatnya”, artinya bisa bersifat umum, 
sehingga termasuk di dalamnya penyakit-penyakit mematikan dan berbagai penyakit 
yang tidak bisa disembuhkan oleh para dokter. Allah sendiri telah menjadikan untuk 
penyakit tersebut obat-obatan yang dapat menyembuhkannya. Akan tetapi ilmu 
tersebut tidak ditampakkan Allah untuk menggapainya. Karena ilmu pengetahuan 
yang dimilki oleh manusia hanyalah sebatas yang diajarkan oleh Allah swt. Oleh 
sebab itu, kesembuhan terhadap penyakit dikaitkan oleh rasulullah dengan proses 
kesesuaian obat dengan penyakit yang diobati. Karena setiap ciptaan Allah swt itu 
pasti ada penawarnya (Ar-Rumaikhon, 2008). 
Allah subhanahu wa ta’ala berfirman pula dalam QS. Asy-Syu’ara/26: 80. 
             
Terjemahannya: 
“Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku” (Kementrian   
Agaman, 2013). 
 
Ayat ini menjelaskan bahwa Allah subhanahu wa ta’ala yang memberikan 
sakit kepada manusia, baik berat maupun ringan, fisik atau mental merupakan salah 
satu keniscayaan hidup manusia. Allah subhanahu wa ta’ala yang akan 
menyembuhkannnya, salah satunya adalah dengan memanfaatkan karunia allah yang 
ada di muka bumi yaitu tumbuh-tumbuhan yang dimanfaatkan sebagai obat salah 
satunya adalah daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) yang dimanfaatkan sebagai 
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obat antioksidan alami yang dapat menghambat radikal bebas yang ada dalam tubuh 
manusia.  
Dalam islam, pengobatan dengan menggunakan bahan alam terutama tumbuh-
tumbuhan telah lama dikenal. Allah swt. tidak menciptakan segala sesuatu dengan 
sia-sia. Semua yang diciptakan Allah swt. di muka bumi ini mempuyai manfaat 
masing-masing tidak terkecuali tumbuh-tumbuhan. Selain sebagai bahan pangan, 
tumbuh-tumbuhan juga dapat dimanfaatkan sebagai obat. Sebagaimana firman Allah 
swt. dalam QS. Asy-Syu’ara/26: 7  
                     
Terjemahnya: 
“Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya kami 
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” 
(Kementrian Agama, 2013). 
 
Kata ila pada firman-Nya di awal ayat ini : awalam yara ila al-aradh, apakah 
mereka tidak melihat ke bumi, merupakan kata yang mengandung makna batas akhir. 
Ia berfungsi memperluas arah pandangan hingga batas akhir, dengan demikian ayat 
ini mengundang manusia untuk mengarahkan pandangan hingga batas 
kemampuannya memandang sampai mencakup bumi, dengan aneka tanah dan 
tumbuhannya dan aneka keajaiban yang terhampar pada tumbuh-tumbuhannya 
(Shihab, 2010: 11). 
 Kata zauj berarti pasangan. Pasangan yang dimaksud ayat ini adalah pasangan 
tumbuh-tumbuhan , karena tumbuhan muncul dicelah-celah tanah yang terhampar di 
bumi, dengan demikian ayat ini mengisyaratkan bahwa tumbuh-tumbuhan pun 
memiliki pasangan-pasangan guna pertumbuhan dan perkembangannya. Ada 
tumbuhan yang memiliki benang sari dan putik sehingga menyatu dalam diri 
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pasangannya dan dalam penyerbukannya ia tidak membutuhkan pejantan dari bunga 
lain, dan ada juga yang hanya memiliki salah satunya saja sehingga membutuhkan 
pasangannya. Yang jelas, setiap tumbuhan memiliki pasangan dan itu dapat terlihat 
kapan saja, bagi siapa yang ingin menggunakan matanya. Karena itu ayat di atas 
memulai dengan pertanyaan apakah mereka tidak melihat, pertanyaan pertanyaan 
yang mengandung unsur keheranan terhadap mereka yang tidak memfungsikan 
matanya untuk melihat bukti yang sangat jelas itu (Shihab, 2010: 11-12). 
Kata karim, antara lain digunakan untuk menggambarkan segala sesuatu yang 
baik bagi setiap objek yang disifatinya. Tumbuhan yang baik paling tidak adalah yang 
subur dan bermanfaat (Shihab, 2010: 12). 
Dari ayat tersebut di atas, dapat dipahami bahwa Allah swt. senantiasa 
mengisyaratkan kepada manusia untuk mengembangkan dan memperluas ilmu 
pengetahuan khususnya ilmu yang membahas tentang obat yang berasal dari alam, 
baik dari tumbuh-tumbuhan, hewan maupun mineral. Dimana ketiganya telah 
dijelaskan di dalam Al-Qur’an mengandung suatu zat/ obat yang digunakan untuk 
menyembuhkan manusia dari penyakit, meskipun tidak semua tumbuhan yang 
diciptakan oleh Allah swt. di bumi dapat menyembuhkan penyakit tertentu, salah 
satunya adalah daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) yang dimanfaatkan sebagai 
obat antioksidan alami yang dapat menghambat radikal bebas yang ada dalam tubuh 
manusia.  
Tumbuhan yang baik dalam hal ini adalah tumbuhan yang bermanfaat bagi 
makhluk hidup, termasuk tumbuhan yang dapat digunakan sebagai pengobatan. 
Tumbuhan yang bermacam-macam jenisnya dapat digunakan sebagai obat berbagai 
penyakit, dan ini merupakan anugerah dari Allah swt.  
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  BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
A. Jenis dan Lokasi Penelitian 
1. Jenis penelitian 
Penelitian ini adalah penelitian kuantitatif yang dilakukan secara 
eksperimental dengan uji antioksidan terhadap daun Pedada (Sonneratia caseolaris 
L.).  
2. Lokasi Penelitian 
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasi Biologi Fakultas 
Kedokteran dan Ilmu Kesehatan Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar. 
B. Pendekatan Penelitian 
Pendekatan penelitian yang digunakan yaitu pendekatan eksperimental. 
C. Populasi dan Sampel 
1. Populasi Penelitian 
Populasi penelitian ini adalah tumbuhan pedada (Sonneratia caseolaris L.) 
yang diperoleh dari Jalan Sukawati, Kabupaten Pangkep. 
2. Sampel Penelitian 
Sampel yang digunakan adalah daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) dari 
Jalan Sukawati, Kabupaten Pangkep. 
D. InstrumenPenelitian / Pengumpulan Data 
1. Alat yang digunakan 
Alat yang digunakan adalah wadah maserasi, gelas kimia (Iwaki Pyrex®), 
labutentukur (IwakiPyrex®), mikro pipet (Dragon OneMed®), neraca analitik (Kern 
ABT 220-5DM®), rotavapor (Heidolph®) spektrofotometer UV-Vis (Thermo 
Scientific®), penangas air ®(Memmert), pipa kapiler,  chamber, seperangkat alat 
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kromatografi kolom, seperangkat alat refluks, gelas Erlenmeyer (Pyrex) 100 ml, 
gelas kimia (Pyrex) 250 ml, gelas ukur (Pyrex) 5 ml, 10 ml dan 50 ml, timbangan 
analitik ®(Kern),  timbangan kasar ®(O’Hauss), vortex ®(VM-300) lampu UV 254 
nm dan 366 nm. 
2. Bahan yang digunakan 
Bahan yang digunakan adalah Etanol 96%, n-Heksan, Etil Asetat, Aquades 
Indikator DPPH, daun pedada (Sonneratia caseolaris L.), Vitamin C, lempeng silica 
gel F254, pereaksi AlCl35%, pereaksi dragendorf, pereaksi FeCl3 5%, serium sulfat, 
pereaksi Lieberman Bouchard, silica gel 60 GF254, selit,  kapas, dan kertas saring. 
E. Teknik Pengolahan dan Analisis Data 
1. Penyiapan sampel  
a. Pengambilan sampel 
Sampel daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) diperoleh di Kabupaten 
Pangkep, Provinsi Sulawesi Selatan. Pengambilan sampel dilakukan pada pagi hari 
pada pukul 10.00 WITA. Daun yang ambil adalah daun yang bagus, tidak rusak, 
tidak berjamur dan tidak berwarna kuning atau terlalu tua. 
b. Pengolahan sampel 
Sebelum di lakukan penyarian atau maserasi, terlebih dahulu daun pedada 
(Sonneratia caseolaris L.) disortasi basah. Setelah proses pencucian, kemudian daun 
di angin-anginkan di dalam ruangan yang terlindung oleh cahaya  matahari  langsung  
karena dapat merusak kandungan kimia yang terkandung dalam daun pedada 
(Sonneratia caseolaris L.). 
c. Ekstraksi sampel 
Sampel daun Pedada (Sonneratia caseolaris L.) yang telah kering ditimbang 
sebanyak 600 g untuk di maserasi bertingkat menggunakan 3 pelarut yaitu n-heksan, 
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etil asetat, dan etanol 96%. Sampel dimasukan kedalam bejana maserasi kemudian 
sampel direndam dengan pelarut n-Heksan. Wadah maserasi ditutup dan disimpan 
selama 24 jam di tempat yang terlindung sinar matahari langsung sambil sesekali 
diaduk, selanjutnya disaring, dipisahkan antara ampas dan filtrat. Ampas diekstraksi 
kembali dengan penyari yang baru dengan jumlah yang sama, dilakukan selama 3 
hari. Ekstrak n-heksan cair yang diperoleh kemudian dipekatkan menggunakan 
rotavapor hingga diperoleh ekstrak n-heksan kental. Ampas diangin-anginkan untuk 
menghilangkan sisa pelarut. Ampas dimaserasi kembali menggunakan pelarut etil 
asetat, dilakukan prosedur yang sama hingga diperoleh ekstrak etil asetat. Kemudian 
yang terakhir yaitu dimaserasi menggunakan pelarut etanol 96%, dilakukan prosedur 
yang sama hingga diperoleh ekstrak etanol 96%. Pada hari ke 10 sampel direfluks 
menggunakan pelarut aquades pada suhu 100°C selama 4 jam. Setelah itu sampel 
disaring dan dipisahkan antara ampas dan filtrat. Ekstrak yang diperoleh kemudian 
diuapkan. 
2. Penyiapan Larutan 
a. Pembuatan Larutan Stok 
Sebanyak 10 mg Ekstrak yang diperoleh dilarutkan dengan 10 ml metanol p.a 
sehingga kadarnya 1000 ppm larutan stok. 
b. Pembuatan Larutan Uji Vitamin C (Control) 
Sebanyak 10 mg vitamin C dilarutkan dalam metanol p.a 100 ml sehingga 
diperoleh konsentrasi sebesar 100 ppm sebagai larutan stok. 
c. Penyiapan Larutan DPPH 
Ditimbang DPPH sebanyak 15,77 mg kemudian dilarutkan dalam 100 ml 
metanol p.a sehingga kadarnya 0,4 mmol. 
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3. Analisis Kuantitatif 
a. Pengukuran Daya Antiradikal Bebas Ekstrak Daun pedada 
  Larutan stok masing-masing ekstrak dipipet, 0.1 ml kemudian ditambahkan 
larutan DPPH sebanyak 1 ml dan dicukupkan volumenya dengan pelarut sampai 5 ml 
sehingga diperoleh konsentrasi 20 ppm dari masing-masing ekstrak. Campuran 
tersebut dikocok dengan menggunakan vortex dan inkubasi 30 menit pada suhu 
37°C. Masing-masing larutan tersebut diukur serapannya pada panjang gelombang 
517 nm. Pengerjaan dilakukan dengan replikasi tiga kali agar hasil yang diperoleh 
lebih akurat. 
b. Pengukuran Daya Antiradikal Bebas Fraksi Daun pedada 
  Larutan stok masing-masing fraksi dipipet, 0.1 ml, kemudian ditambahkan 
larutan DPPH sebanyak 1 ml dan dicukupkan volumenya dengan pelarut sampai 5 ml 
sehingga diperoleh konsentrasi 20 ppm dari masing-masing fraksi. Campuran 
tersebut dikocok dengan menggunakan vortex dan inkubasi 30 menit pada suhu 
37°C. Masing-masing larutan tersebut diukur serapannya pada panjang gelombang 
517 nm. Pengerjaan dilakukan dengan replikasi tiga kali agar hasil yang diperoleh 
lebih akurat. 
c. Pengukuran Daya Antiradikal Bebas Isolat Daun pedada 
  Larutan stok masing-masing dipipet, 0.25 ml, 0,5 ml dan 0,75 ml, kemudian 
ditambahkan larutan DPPH sebanyak1 ml dan dicukupkan volumenya dengan pelarut 
sampai 5 ml sehingga diperoleh konsentrasi 50 ppm, 100 ppm dan 150 ppm. 
Campuran tersebut dikocok dengan menggunakan vortex dan inkubasi 30 menit pada 
suhu 37°C. Masing-masing larutan tersebut diukur serapannya pada panjang 
gelombang 517 nm. Pengerjaan dilakukan dengan replikasi tiga kali agar hasil yang 
diperoleh lebih akurat. 
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d. Pengukuran Daya Antiradikal Bebas Vitamin C 
  Larutan stok masing-masing dipipet 0,15 ml, 0,45 ml, dan 0,75 ml, kemudian 
ditambahkan 1 ml larutan DPPH dan dicukupkan volumenya dengan pelarut sampai 
5 ml sehingga diperoleh konsentrasi Vitamin C 3 ppm, 9 ppm, 15 ppm. Campuran 
tersebut dikocok dengan menggunakan vortex dan inkubasi 30 menit pada suhu 
37°C. Masing-masing larutan tersebut diukur serapannya pada panjang gelombang 
517 nm. Pengerjaan dilakukan dengan replikasi tiga kali agar hasil yang diperoleh 
lebih akurat 
4. Analisis Data 
Nilai konsentrasi penghambatan ditentukan dengan analisis statistik 
menggunakan regresi linear dari data % inhibisi dengan konsentrasi sampel 
.Besarnya persentase pengikatan radikal bebas dihitung dengan rumus: 
% Penghambatan =
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜−𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜
× 100% 
5. Kromatografi Lapis Tipis 
a. Penjenuhan Chamber 
 Cairan pengelusi yang digunakan dimasukkan kedalam chamber setinggi 
lebih kurang 4 cm kemudian diberi kertas. Kejenuhan chamber ditandai dengan 
naiknya cairan pengelusi pada kertas saring hingga batas akhir. 
b. Penotolan Sampel Pada Lempeng 
Ekstrak teraktif dari sampel ditotolkan pada lempeng bagian batas bawahnya. 
Lempeng dielusi dengan eluen dalam chamber, sampai cairan pengelusi mengelusi 
lempeng sampai batas akhir. Lempeng dikeluarkan dan diangin-anginkan, lempeng 
siap untuk diamati penampakan nodanya. 
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c. Penampakan Noda PadaLampu UV 254 nm dan 366 nm. 
Lempeng yang telah dielusi diamati penampakan noda yang terbentuk 
dibawah sinar lampu UV 254 nm dan 366 nm. 
d. Penampakan Noda dengan Serium sulfat 
Setelah diamati di bawah lampu UV, lempeng disemprot dengan larutan 
serium sulfat,  kemudian dipanaskan pada penangas listrik hingga terbentuk noda.  
6. Fraksinasi Komponen Kimia 
Ekstrak etanol 96% ditimbang sebanyak 15 gram, kemudian difraksinasi 
dengan menggunakan kromatografi kolom. Kolom kromatografi disiapkan dengan 
membuat bubur silika yang dimasukkan ke dalam kolom kromatografi secara 
perlahan-lahan. Ekstrak dilarutkan dengan pelarutnya lalu kemudian dimasukkan ke 
dalam kolom. Kemudian dibuat sistem fase gerak dengan gradien kepolaran yang 
semakin meningkat yaitu berturut-turut Heksan : etil asetat {(10:1), (7:1), (5:1), 
(3:1), (1:1)}, kloroform, kloroform:metanol {(10:1), (5:1), (3:1), (1:1)}, metanol. 
Langkah pertama dilakukan dengan mengaliri kolom, pelarut yang menetes dari 
kolom ditampung dalam vial yang sebelumnya telah ditimbang dan diberi nomor. 
Penggantian gradient fase gerak dilakukan ketika fase gerak gradien sebelumnya 
telah habis digunakan untuk mengaliri kolom.  
Fraksi-fraksi hasil pengoloman ditampung dan kemudian diuapkan. Seluruh 
fraksi yang diperoleh diidentifikasi dengan kromatografi lapis tipis (KLT) dengan 
eluen Heksan:etil (5:1) dan kloroform:metanol (10:1). Kemiripan bercak yang timbul 
pada lempeng dapat diamati baik secara langsung maupun dibawah sinar UV 254 nm 
dan UV 366 nm. Fraksi yang mempunyai kemiripan bercak dijadikan satu. Setelah 
didapatkan 12 fraksi kemudian diuji aktivitas antioksidannya untuk mendapatkan 
hasil fraksi yang aktif, setelah didapatkan fraksi yang aktif kemudian dilakukan 
39 
 
 
 
kembali kromatografi kolom ke-2 untuk mendapatkan senyawa murni, pertama 
ditimbang sebanyak 500 mg. Kolom kromatografi disiapkan dengan membuat bubur 
silika yang dimasukkan ke dalam kolom kromatografi secara perlahan-lahan. Hasil 
fraksi dilarutkan dengan pelarutnya lalu kemudian dimasukkan ke dalam kolom. 
Kemudian dibuat sistem fase gerak dengan gradien kepolaran yang semakin 
meningkat yaitu berturut-turut kloroform:metanol (5:1), selanjutnya pelarut yang 
menetes dari kolom ditampung dalam vial yang sebelumnya telah ditimbang dan 
diberi nomor, Fraksi-fraksi hasil pengoloman ditampung dan kemudian diuapkan. 
Seluruh fraksi yang diperoleh diidentifikasi dengan kromatografi lapis tipis (KLT) 
dengan eluen kloroform:metanol (5:1) Kemiripan bercak yang timbul pada lempeng 
dapat diamati baik secara langsung maupun dibawah sinar UV 254 nm dan UV 366 
nm, untuk melihat adanya noda tunggal atau isolat. Setelah itu diuji aktifitas 
antioksidannya. 
7. Identifikasi Komponen Kimia 
Fraksi teraktif ditotolkan pada lempeng KLT kemudian dielusi dengan 
kloroform:metanol (10:1) dengan profil KLT yang diperoleh. Kromatogramnya 
diamati di bawah UV 254 dan 366 nm kemudian disemprot dengan menggunakan 
pereaksi penampakan noda antara lain sebagai berikut : 
a. Alkaloid 
 Pereaksi yang digunakan yaitu Dragendorf, jika sampel positif mengandung 
alkaloid, maka timbul warna jingga dengan latar belakang kuning. 
b. Steroid 
 Pereaksi yang digunakan Liebermann-Burchard atau pereaksi Salkowski. 
Kromatogram terlebih dahulu dipanaskan, kemudian diamati di lampu UV 366 nm, 
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munculnya noda berflouresensi coklat atau biru menunjukkan adanya triterpen, 
sedangkan munculnya warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid. 
c. Flavanoid 
 Pereaksi yang digunakan yaitu Aluminium Klorida diamati di lampu UV 366 
nm, jika sampel mengandung senyawa flavonoid maka noda akan berfluoresensi 
kuning. 
d. Fenol 
 Pereaksi yang digunakan Besi (III) Klorida, jika sampel positif mengandung 
fenol akan dihasilkan warna hijau atau biru. 
e. Khumarin 
Pereaksi yang digunakan KOH etanolik, jika sampel positif mengandung 
senyawa khumarin akan dihasilkan warna merah terang. 
8. Identifikasi isolat dengan spektrofotometri IR 
Hasil isolat kemudian diuji spektrofotometri IR untuk mengetahui analisis 
senyawa tunggal, ditimbang isolat 10 mg kemudian dilakukan analisis dengan 
spektrofotometri IR. 
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BAB IV 
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil Penelitian 
Hasil dari ekstraksi 600 g simplisia daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) 
Menggunakan metode maserasi bertingkat dengan pelarut Etil asetat, n-Heksan, 
etanol 96%, dan air  
1. Ekstraksi Daun Pedada (Sonneratia caseolaris L.) 
Tabel 1. Jumlah ekstrak yang diperoleh dari hasil ekstraksi. 
Simplisia 600 g Bobot Ekstrak % Rendamen 
n-Heksan 8,3 gr 1,38% 
Etil Asetat 19,05 gr 3,175% 
Etanol 96% 24 gr 4% 
Air 4,15 gr 0.69% 
2. Hasil Nilai IC50 Peredaman Radikal Bebas Ekstrak Daun Pedada 
(Sonneratia caseolaris L.) 
Tabel 2. Hubungan antara ekstrak daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) dengan 
  Aktivitas peredaman radikal bebas terhadap DPPH. 
Ekstrak daun pedada Absorbansi sampel % penghambatan 
Etil Asetat 0,0039 90 
n-Heksan 0,0058 84 
Etanol 0,0022 93 
Air 0,0015 95 
Dari hasil uji aktivitas perendaman  radikal bebas ekstrak daun pedada 
dengan metode  DPPH, dapat dilihat bahwa ekstrak yang berpotensi sebagai 
antiokdidan adalah ekstrak etanol dengan nilai penghambatan yaitu 93 %, dan 
ekstrak air 95 %. 
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3. Identifikasi KLT 
Tabel 3. Hasil identifikasi KLT ekstrak etanol daun pedada  ( Sonneratia caseolaris 
L.)  
 
4. Fraksinasi Sampel 
Tabel 4. Hasil fraksinasi kolom pertama daun pedada  (Sonneratia caseolaris L.) 
No Fraksi  Vial  Berat  (gram) 
1 F1 1-15 130 mg 
2 F2 16-32 90 mg 
3 F3 33-73 100 mg 
4 F4 74-83 70 mg 
5 F5 90-116 120 mg 
6 F6 117-134 100 mg 
7 F7 135-193 390 mg 
8 F8 194-208 80 mg 
9 F9 209-219 80 mg 
10 F10 220-239 400 mg 
11 F11 240-285 650 mg 
12 F12 286-365 650 mg 
 
 
 
No. Ekstrak 
UV 254 nm UV 366 nm 
Perbandingan 
Noda N.Rf Noda N.Rf 
1. 
Etanol 
96% 
- - 
1 0,84 
Kloroform:Metanol 
10:1 
 
 
2 0,75 
3 0,62 
4 0,51 
5 0,22 
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Tabel 5. Hasil fraksinasi kolom kedua daun pedada  (Sonneratia caseolaris L.) 
No Fraksi  Vial  Berat  (gram) 
1 Fraksi 1 1-15 30 mg 
2 Fraksi 2 16-32 20 mg 
 
5. Hasil Nilai IC50 Peredaman Radikal Bebas Hasil Fraksi Daun Pedada 
(Sonneratia caseolaris L.) 
Tabel 6. Hubungan antara fraksi daun pedada (Sonneratia caseolaris .L) dengan 
  Aktivitas peredaman radikal bebas terhadap DPPH. 
Fraksi Daun Pedada Absorbansi Sampel  (%) Penghambatan 
Fraksi F1 0,0045 88,5 
Fraksi F2 0,0046 88,3 
Fraksi F3 0,0043 89,08 
Fraksi F4 0,0040 89,8 
Fraksi F5 0,0041 89,5 
Fraksi F6 0,0058 85 
Fraksi F7 0,0042 89,3 
Fraksi F8 0,0023 94,1 
Fraksi 9 0,0029 92,6 
Fraksi 10 0,0021 94,6 
Fraksi 11 0,0015 95 
Fraksi 12 0,0027 93,1 
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Tabel 7. Hubungan antara konsentrasi dari hasil isolat daun pedada (Sonneratia   
caseolaris L.) dengan aktivitas peredaman radikal bebas terhadap DPPH 
Konsentrasi Absorbansi 
Sampel 
(%) 
Penghambatan 
Persamaangaris 
regresi linear 
50 0,3433 47,937 y=0,382+32,486 
IC50 = 45,85 ppm 100 0,1583 77,979 
150 0.0997 86,134 
 
Tabel 8. Hubungan antara konsentrasi dengan aktivitas peredaman radikal bebas 
terhadap Asam Askorbat ( Vit C). 
Konsentrasi 
( bpj ) 
Absorbansi 
Sampel 
 (%) 
Penghambatan 
Persamaangaris 
regresi linear 
3 0,443 39,77 y= 4,6825 x + 34,06 
IC50 = 3,4024 ppm 9 0,051 92,90 
15 0,029 95,96 
 
Tabel 9. Hasil identifikasi komponen kimia 
Pereaksi Jenis senyawa Hasil 
Dragendorf Alkaloid - 
Alcl3 Flavonoid + 
Lieberman-Bouchard Steroid + 
KOH Khumarin - 
FeCl3 Fenol + 
 
Tabel 10. Hasil identifikasi isolat dengan spektrofotometri IR 
No Frekuensi Rentang 
Frekuensi 
Tipe 
Ikatan 
Tipe Senyawa 
1 3427,70 
2926,22 
3500 - 2400 O-H 
CH 
 
Hidroksil 
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2 2361,93 
1692,69 
1458,87 
2400 - 2000 C = O 
 
Aldehid 
Keton 
Amida 
Ester 
3 1372,47 
1244,43 
1168,77 
1044,01 
2000 - 1500 C - O Alkohol, eter 
Asam 
karboksilat 
B. Pembahasan 
Radikal bebas adalah atom yang memiliki satu atau lebih electron tidak 
berpasangan. Meskipun suatu radikal bebas tidak bermuatan positif atau negatif, 
spesis  macam ini sangat reaktif karena adanya elektron tidak berpasangan. Suatu 
radikal bebas biasanya dijumpai sebagai zat antara yang sanga treaktif dan berenergi 
tinggi (Fessenden, 1992: 241). 
Untuk meredam aktivitas radikal bebas diperlukan senyawa yang dapat 
menunda atau mencegah oksidasi atau disebut antioksidan. Salah satu golongan 
senyawa yang bersifat antioksidan yaitu golongan flavonoid. Senyawa-senyawa 
golongan flavonoid berpotensi sebagai antioksidan karena dapat mendonorkan 
elektron yang dimiliki untuk menstabilkan radikal dengan adanya gugus –OH yang 
terikat pada karbon cincin aromatik, produk radikal bebas terstabilkan secara  
resonansi dan tidak reaktif dengan kebanyakan radikal bebas lain. 
Pengujian aktivitas peredaman radikal bebas senyawa-senyawa bahan alam 
atau sintetis dapat dilakukan secara reaksi kimia dengan menggunakan DPPH 
sebagai senyawa radikal bebas yang stabil dengan melihat proses peredaman panjang 
gelombang maksimumnya pada spektrofotometer UV-Vis. Peredaman warna ungu 
merah (absorbansi pada 517 nm) dikaitkan dengan kemampuan sebagai antiradikal 
bebas (free radical scavanger). 
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Sampel yang diujikan aktivitas peredaman radikal bebasnya yaitu Daun 
Pedada (Sonneratia caseolaris L.) yang diekstraksi dengan metode maserasi 
bertingkat menggunakan pelarut Etil Asetat,  n-Heksan, etanol 96% dan Air.  
Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi bertingkat dengan 
menggunakan pelarut n-Heksan, etil asetat, etanol, dan air. Metode maserasi 
merupakan metode penyarian yang sederhana, mudah, dan tanpa melalui proses 
pemanasan, sehingga kemungkinan rusaknya komponen senyawa kimia dapat 
diminimalisir.  
Setelah didapatkan ekstrak dari masing-masing pelarut selanjutnya dilakukan 
pengukuran absorbansi ekstrak daun pedada (Sonneratia caseolaris L.). pertama 
dilakukan pembuatan larutan stok DPPH, dengan menimbang DPPH sebnayak 15,77 
mg dan dilarukan dengan metanol p.a 100 ml, dipepet masing-masing larutan stok 
ekstrak sebanyak 0,1 ml, selanjutnya ditambahkan DPPH 1 ml, dan dicukupkan 
volumenya sampai 5 ml, hingga kadar masing-masing ekstrak 20 ppm, kemudian 
diukur dengan menggunakan spektrofotometri UV-VIS, Pengerjaan dilakukan 
dengan replikasi tiga kali agar hasil yang diperoleh lebih akurat, Pengerjaan pun 
dilakukan dalam ruangan yang terhindar dari cahaya matahari langsung agar larutan 
sampel dan DPPH tetap stabil dikarenakan cahaya matahari dapat menguraikan 
larutan dan mempengaruhi hasil pengukuran. Setelah didapat ekstrak yang aktif atau 
yang memiliki antioksidan yang bagus, selanjutnya dilakukan proses fraksinasi 
dengan melakukan kromtografi kolom. 
Fraksinasi dilakukan dengan kromatografi kolom, pertama ditimbang ekstrak 
etanol sebanyak 15 gram, selanjutnya kolom dibilas dengan pelarut metanol dan 
disiapkan vial sebanyak 400 vial, adapun perbandingan pelarut yang digunakan yaitu 
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kloroform:metanol (10:1), (5:1), (3:1) dan (1:1). setelah di peroleh hasil fraksi 
selanjutnya ditotol vial dengan diambil dari kelipatan lima, selanjutnya vial yang 
memiliki nilai Rf yang sama digabungkan dan dipeloleh hasil fraksi 
Selanjutnya Dilakukan pengukuran absorbansi hasil fraksi daun pedada (Sonneratia 
caseolaris L.) dengam spetrofotometri UV-VIS, dipepet masing-masing larutan stok 
ekstrak sebanyak 0,1 ml, selanjutnya ditambahkan DPPH 1 ml, dan dicukupkan 
volumenya sampai 5 ml, hingga kadar masing-masing ekstrak 20 ppm, kemudian 
diukur dengan menggunakan spektrofotometri UV-VIS, Pengerjaan dilakukan 
dengan replikasi tiga kali agar hasil yang diperoleh lebih akurat, Pengerjaan pun 
dilakukan dalam ruangan yang terhindar dari cahaya matahari langsung agar larutan 
sampel dan DPPH tetap stabil dikarenakan cahaya matahari dapat menguraikan 
larutan dan mempengaruhi hasil pengukuran. Setelah diperoleh hasil fraksi yang aktif 
selanjutnya dilakukann kembali kromatografi kolom ke-2 untuk didapatkan senyawa 
isolat 
Fraksinasi kolom kedua, pertama ditimbang hasil fraksi 500 mg, kolom 
dibilas dengan pelarut metanol dan disiapkan vial sebanyak 100 vial, adapun 
perbandingan pelarut yang digunakan yaitu kloroform:metanol (5:1). Setelah di 
peroleh hasil fraksi selanjutnya ditotol vial, dapat diamati baik secara langsung 
maupun dibawah sinar UV 254 nm dan UV 366 nm, untuk melihat adanya noda 
tunggal atau isolat dan dipeloleh hasil fraksi kolom kedua. 
Hasil identifikasi dengan spektrofotometri IR terhadap isolat daun pedada 
adalah terdapat daerah panjang grelombang diantaranya pada panjang gelombang 
3427,70 cm-1 yang menunjukkan adanya serapan melebar sebagai vibrasi regang O-H 
terikat yang khas untuk gugus hidroksil. Pada bilangan gelombang 2928,22 cm-1 
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memberi petunjuk adanya C-H. Serapan untuk gugus fungsi C=O terletak pada 
bilangan gelombang 1692,69 cm-1 sedangkan vibrasi yang tajam pada daerah 
bilangan gelombang 1168,77 cm-1 menandakan adanya vibrasi dari gugus C-H.  
Selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi hasil isolat, pertama dilakukan 
pembuatan larutan stok DPPH, dengan menimbang DPPH sebanyak 15,77 mg dan 
dilarutkan dengan metanol p.a 100 ml, dipepet masing-masing larutan stok sampel 
0,25 ml, 0,5 ml dan 0,75 ml, ditambahkan DPPH 1 ml, dan dicukupkan volumenya 
sampai 5 ml, hingga kadarnya 50 ppm, 100 dan 150 ppm, selanjutnya diinkubasi 
selama 30 menit pada suhu 37˚C, kemudian  dianalisis dengan spektrofotometri UV-
VIS, dan dilakukan replikasi tiga kali agar hasil yang diperoleh lebih akurat. 
Pengerjaan pun dilakukan dalam ruangan yang terhindar dari cahaya matahari 
langsung agar larutan sampel dan DPPH tetap stabil. 
 Selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi Vit C (Asam askorbat) sebagai 
pembanding  pertama dilakukan pembuatan larutan stok vit c, dengan menimbang vit 
c sebanyak 10 mg dan dilarukan dengan metanol p.a 100 ml hingga kadar larutan 
stok 100 ppm, dipepet masing-masing larutan stok 0,15 ml, 0,45 ml, dan 0,75 ml, 
ditambahkan DPPH 1 ml, selanjutnya dicukupkan volumenya sampai 5 ml, hingga 
kadarnya 3 ppm,  9 ppm, dan 15 ppm. selanjutnya diinkubasi selama 30 menit pada 
suhu 37˚C, kemudian  dianalisis dengan spektrofotometri UV-VIS. dan dilakukan 
replikasi tiga kali agar hasil yang diperoleh lebih akurat. Pengerjaan pun dilakukan 
dalam ruangan yang terhindar dari cahaya matahari langsung agar larutan sampel dan 
DPPH tetap stabil.  
 Hasil menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan air daun pedada (Sonneratia 
caseolari L.) memiliki aktivitas dalam meredam radikal bebas. Nilai IC50 dari hasil 
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isolat sebesar 45,85 ppm, dan nilai IC50 dari vit C adalah 3,4024 ppm. Menurut 
Cockell dan Knowland (1999) suatu senyawa dikatakan sebagai peredaman radikal 
bebas atau antioksidan yang sangat kuat jika nilai IC50 kurang dari 50 ppm, kuat (50 
ppm-100 ppm), sedang (100 ppm-150 ppm), dan lemah (150 ppm-200 ppm).  
Berdasarkan hasil yang diperoleh, ekstrak etanol daun pedada (Sonneratia 
caseolaris L.) menunjukkan aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Potensi aktivitas 
peredaman radikal bebas dari daun pedada (Sonneratia caseolari L.) adalah dasar 
untuk mengembangkan penggunaan antioksidan alami yang dapat digunakan dalam 
berbagai sediaan farmasetik guna menunjang kebutuhan antioksidan. 
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BAB V 
PENUTUP 
A.  Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan 
bahwa: 
1. Ekstrak etanol daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) memiliki potensi Aktivitas 
peredaman radikal bebas yang sangat kuat , dibandingkan ekstrak n-Heksan, Etil 
asetat dan Air dengan metode DPPH. 
2. Isolat daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) memiliki potensi Aktivitas 
peredaman radikal bebas yang sangat kuat dengan metode DPPH. 
3. Isolat daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) memiliki potensi Aktivitas 
peredaman radikal bebas dengan metode DPPH, dengan nilai IC50 sebesar 45,85 
ppm. 
4. Hasil identifikasi senyawa daun pedada diduga mengandung senyawa flavonoid. 
5. Dalam islam allah swt senantiasa memerintahkan kepada manusia untuk 
memanfaatkan segala sesuatu yang ada dimuka bumi, salah satunya adalah 
tumbuhan yang dapat dimanfaatkan sebagai obat, seperti daun pedada (Sonneratia 
caseolaris L.) yang dimanfaatkan sebagai obat antioksidan alami yang dapat 
menghambat radikal bebas yang ada dalam tubuh manusia.  
B.  Implikasi Penelitian 
Diharapkan pula adanya peneliti selanjutnya yang membuat formulasi sediaan 
ekstrak dan hasil isolat dari daun pedada (Sonneratia caseolaris L.). 
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Ekstrak Etanol 
   Ekstrak Air Ampas 
Ekstrak aktif 
Ampas 
Lampiran 1. Skema Penyiapan Sampel dan Ekstraksi sampel (Maserasi 
Bertingkat). 
 
                                  600 gram Serbuk Daun 
                                    Pedada (sonneratia) 
  
       Maserasi  n-Heksan 
 
 
     
             Ekstrak n-Heksan   Ampas     
 
  Maserasi Etil Asetat 
 
 
 
    Ekstrak Etil Asetat            Ampas 
 
  Maserasi Etanol 
 
    
                                    Ampas 
 
           
                                           Reflus Air 
 
  
 
  
 
 
 
 
 Uji Antioksidan 
 
  
 
 
 
 
 
 
55 
 
 
  
Uji Antioksidan 
 
         Fraksinasi I 
                      (Kromatografi Kolom) 
                             Profil  KLT 
                          Uji DPPH 
  
 
                   Fraksinasi II 
                       (Kromatografi kolom) 
  
                             Profil  KLT 
                          Uji DPPH 
 
                      Isolat  
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Lampiran 2. Skema Fraksinasi Kromatografi Kolom 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Difraksinasi dengan  KK 
 Fraksi A 
 
Fraksi B 
 
Fraksi C 
 
Fraksi D 
 
Fraksi E 
 Diuji dengan Antioksidan 
Diuji dengan BSLT 
 
Fraksi X 
 
Identifikasi golongan 
senyawa 
 
 
Ekstrak teraktif 
Profil KLT 
Profil KLT 
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Lampiran 3. Skema Penyiapan larutan 
 
a. Pembuatan larutan stok  
1. Pembuatan larutan stok Ekstrak 
 
 
 
-  
Dilarutkan dengan  
Metanol p.a 10 ml 
 
 
 
 
b. Pembuatan larutan control (Vitamin C) 
 
 
 
 
- Dilarutkan dengan 
Metanol p.a 100 ml 
 
 
 
 
c. Pembuatan larutan uji DPPH 
 
 
 
 
- Dilarutkan dengan 
   pelarut 100 ml 
 
 
 
 
 
 
10 mg masing-
masing ekstrak 
Kadar 1000 ppm  
10 mg Vitamin C  
Kadar 100 ppm  
15,77 mg  
Serbuk DPPH 
Kadar 0,4 mM 
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Lampiran 4. Skema Pengukuran Absorbansi perendaman radikal 
menggunakan      Spektrofotometri UV-VIS 
 
a. Untuk Uji Ekstrak 
 
   
    
- Ditambahkan 10 ml metanol p.a 
 
 
 
 
 
 
 
              0,1 ml                  0,1 ml                   0,1 ml            0,1 ml                
  
  
   + 1 ml larutan uji DPPH 
- Dicukupkan 5 ml  
 
 
 
 20 ppm   20 ppm                   20 ppm             20 ppm     
     
 
 
        Diinkubasi 30 menit suhu 37oC 
 Dianalisis dengan spektrofometri 
 Pada 𝜆maks 517 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 mg ekstrak 
Amati Hasil 
 
Larutan Stok 1000 ppm 
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b. Untuk uji Fraksi 
 
   
    
- Ditambahkan 10 ml metanol p.a 
 
 
 
 
 
 
 
                 0,1 ml          0,1 ml       0,1 ml          0,1 ml          0,1 ml               
  
  
   + 1 ml larutan uji DPPH 
- Dicukupkan 5 ml  
 
 
 
 20 ppm 20 ppm       20 ppm      20 ppm        20 ppm 
 
 
 
        Diinkubasi 30 menit suhu 37oC 
 Dianalisis dengan spektrofometri 
 Pada 𝜆maks 517 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 mg Fraksi 
Amati Hasil 
 
Larutan Stok 1000 ppm 
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c. Untuk Uji Isolat 
 
      
-  
- Ditambahkan 10 ml metanol p.a 
 
 
 
 
 
 
 
                               0,25 ml         0,5 ml           0,75 ml 
 
  
                   + 1 ml larutanuji DPPH 
- Dicukupkan 5 ml  
 
 
 
                                 50 ppm         100 ppm          150 ppm 
 
 
-  Diinkubasi 30 menit suhu 37oC 
-  Dianalisis dengan Spektrofometri UV-
VIS 
 Pada 𝜆maks 517 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amati Hasil 
 
10 mg isolat 
 
Larutan stok 1000 ppm 
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d. Untuk Uji Larutan Control 
 
      
-  
- Ditambahkan 100 ml pelarut 
 
 
 
 
 
 
 
                                0,15 ml       0,45 ml         0,75 ml 
  
  
                   + 1 ml larutanuji DPPH 
- Dicukupkan 5 ml  
 
 
                               3 ppm             9 ppm                 15 ppm  
 
 
-  Diinkubasi 30 menit suhu 37oC 
-  Dianalisis dengan Spektrofometri 
 Pada 𝜆maks 517 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amati Hasil 
 
10 mg Vit.C 
 
Larutan stok 100 ppm 
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Lampiran 5. Identifikasi Golongan Senyawa 
 
 
 
  
Fraksi teraktif 
      
Dielusi 
 
 
 
 
Dragendrof LB FeCl3 AlCl3 KOH H2SO4 
Jingga 
(+) Alkaloid 
Disemprotkan 
 
Kuning  
(+) Flavanoid 
Biru/Hitam 
(+) Fenolik 
Merah  
(+) Khumarin 
Coklat  
(+) Senyawa 
Organik 
Coklat/Biru  
(+) Terpen 
Hijau 
kebiruan 
(+) Steroid 
UV 
254/366 
UV 
254/366 
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Lampiran 6. Perhitungan Konsentrasi dan Pengenceran Isolat 
 
Dik : 10 mg ( 10 x 1000 ) = 10.000 µ𝐿 
   10 ml metanol p.a  
 Ppm = 
µ𝐿
𝑚𝐿
 = 
10.000 µ𝐿
10 𝑚𝐿
 = 1000 ppm 
 
 Untuk 50 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
  V1 x 1000 ppm = 5 ml x 50 ppm 
  V1 = 
75 𝑝𝑝𝑚 .𝑚𝑙
1000 𝑝𝑝𝑚
= 0,25 𝑚𝑙= 250 µ𝐿 
 
 Untuk 100 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
  V1 x 1000 ppm = 5 ml x 100 ppm 
  V1 = 
125 𝑝𝑝𝑚 .𝑚𝑙
1000 𝑝𝑝𝑚
= 0,5 𝑚𝑙 = 500 µ𝐿 
 
      Untuk 150 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
  V1 x 1000 ppm = 5 ml x 150 ppm 
  V1 = 
125 𝑝𝑝𝑚 .𝑚𝑙
1000 𝑝𝑝𝑚
= 0,75𝑚𝑙 = 750 µ𝐿 
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Lampiran 7. Perhitungan Konsetrasi dan Pengenceran Vit. C 
 
Dik : 10 mg ( 10 x 1000 ) = 10.000 µ𝐿 
   100 ml metanol p.a 
 Ppm = 
µ𝐿
𝑚𝐿
 = 
10.000 µ𝐿
100 𝑚𝐿
 = 100 ppm 
 
 Untuk 3 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
  V1 x 100 ppm   = 5 ml x 3 ppm 
  V1 = 
15 𝑝𝑝𝑚 .𝑚𝑙
100 𝑝𝑝𝑚
= 0,15 𝑚𝑙= 150 µ𝐿 
 
 Untuk 9 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
  V1 x 100 ppm   = 5 ml x 9 ppm 
  V1 = 
45 𝑝𝑝𝑚 .𝑚𝑙
1000 𝑝𝑝𝑚
= 0,45 𝑚𝑙= 450 µ𝐿 
 
 Untuk15 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
  V1 x 100 ppm   = 5 ml x 15 ppm 
  V1 = 
75 𝑝𝑝𝑚 .𝑚𝑙
1000 𝑝𝑝𝑚
= 0,75𝑚𝑙 = 750 µ𝐿 
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Lampiran  8. Perhitungan penyiapan larutan 
1. DPPH 
      0,4mM = 
4 x 10−4mol
𝐿
 
 = 
4 × 10−7 mol
ml
 
 4 ×10−7 mol                  = 
g
𝐵𝑀
 
 4 ×10−7 mol                  = 
g
394,32 
𝑔
𝐵𝑀
 
 Massa           = 4 x 10−7mol. (394,32 g/mol)  
 Massa/mL = 0,0001577 g 
       Massa/100 mL           = 0,01577 g 
 = 15,77 mg 
DPPH diambil sebanyak 15,77 mg dan dicukupkan volumenya hingga 
100 ml Menggunakan metanol p.a. 
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Lampiran 9. Perhitungan % penghambatan untuk uji antioksidan pada 
ekstrak dan isolat dengan menggunakan DPPH 
 
1. Ekstrak 
 
n- Heksan    =
0,0361−0,0057 
0,0361
 x 100 = 84% 
Etil Asetat               =
0,0361−0,0035
0,0361
 x 100 = 90% 
Etanol                    = 
0,0361−0,0022
0,0361
 x 100 = 93% 
Air     =
0,0361−0,0015
0,0361
 x 100 = 95% 
2. Isolat 
Konsentrasi 50 bpj = 
0,719−0,3743
0,719
x 100 = 47,942% 
Konsentrasi 100 bpj  = 
0,719−0,1583
0,719
 x 100 = 77,983% 
Konsentrasi 150 bpj  = 
0,719−0,1128
0,719
 x 100 = 84,312% 
3. Vit C 
 
Konsentrasi 3 bpj  =
0,719−0,433
0,719
 x 100 = 39,77% 
Konsentrasi 9 bpj = 
0,719−0,051
0,719
x 100 = 92,90% 
Konsentrasi 15 bpj  = 
0,719−0,029
0,719
 x 100 = 95,96% 
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Lampiran  10. Perhitungan Absorbansi 
a. Pengukuran absorbansi ekstrak daun pedada 
Ekstrak n- Heksan Etil Asetat Etanol Air 
 
 
Absorbansi 
0,0057 0,0029 0,0021 0,0016 
0,0057 0,0038 0,0023 0,0015 
0,0058 0,0039 0,0022 0,0015 
Rata – rata 0,0057 0,0035 0,0022 0,0015 
 
b. Pengukuran absorbansi Isolat daun pedada 
Konsentrasi 50 100 150 
 
Absorbansi 
0,4240 0,2170 0,0997 
0,3790 0,1320 0,0997 
0,3203 0,1260 0,0997 
Rata-rata 0,37433 0,15833 0,0997 
 
 
 
 
 
 
             
Gambar % Penghambatan Isolat 
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c. Pengukuran Absorbansi Vit C 
Konsentrasi 3 9 15 
 
Absorbansi 
 
0,4340 0,0470 0,0270 
0,4420 0,0520 0,0290 
0,4520 0,0550 0,0310 
Rata-rata 0,4430 0,0510 0,0290 
 
 
                 
        
 
 
       
        
        
        
        
        
        
        
        
        
        
        
        
        
        
         
 
 
                                       
Gambar kurva % Penghambatan VIT C 
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Lampiran  11. Perhitungan Nilai IC50  
1. Nilai IC50 Isolat 
y     = 0,382+32,486 
50   = 0,382+32,486 
X    = 
50−32,486
0,382
 
X    = 45,84 
IC50 = 45,84 ppm 
2. Nilai IC50 Vit C 
y     = 4,6825 x + 34,068 
50   = 4,6825 x + 34,068 
X    = 
50−34,068
4,6825
 
X    = 3,4024 
IC50 = 3,4024 ppm 
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Lampiran 12. Gambar  
                                      
Gambar 1. Tumbuhan pedada (Sonneratia caseolaris) 
Keterangan : Morfologi tumbuhan pedada 
 
               
               
Gambar 2. Ekstrak daun pedada 
1 : Ekstrak n-heksan  
2 : Ekstrak etanol 
3 : Ekstrak etil asetat 
4 : Ekstrak air 
 
1 2 
3 4 
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Gambar 5. Kromatigrafi lapis tipis 
Keterangan : 
A : Proses pencarian profil KLT 
B : Profil KLT dilihat pada UV 366 nm 
C : Profil KLT  setelah disemprot serium sulfat 
D : Profil KLT dilihat pada UV 254 nm 
Fase Gerak  : Kloroform : Metanol (10 : 1) 
Fase Diam : Silika Gel GF254 
 
A 
B D C 
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Gambar 6. Proses koromatografi kolom 
1 : Proses fraksinasi menggunakan kromatografi kolom  
2 : Hasil fraksinasi 
 
 
  
1 2 
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1 
2 
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Gambar 6. Penggabungan hasil fraksi 
Keterangan  
1 : Profil KLT fraksi dilihat pada UV 254 nm           4 : Hasil penggabungan fraksi       
2 : Profil KLT  fraksi dilihat pada UV 366 nm 
3 : Profil KLT setelah disemprot serium sulfat 
3 
4 
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Gambar 6. Alat instrumen 
Keterangan  
1 : Hasil identifikasi spektofotometri IR isolat daun pedada      
2 : Alat spektofotometri UV-VIS 
3  : Alat spektofotometri IR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
2 
1 
3 
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